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Die Entwicklung und der Verlauf einer linksventrikulären Hypertrophie und 
Herzinsuffizienz unterscheiden sich deutlich zwischen Frauen und Männern. Diese 
Geschlechterunterschiede können zumindest partiell auf Sexualhormone, insbesondere 
Östrogen, zurückgeführt werden. Östrogene wirken biologisch über zwei verschiedene 
Östrogenrezeptoren: ERα und ERβ. Viele Befunde weisen auf eine positiv modulierende 
Wirkung der Östrogene und speziell auf eine besondere Rolle des ERβ bei der 
Entwicklung der druckinduzierten Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz hin. 
Die vorliegende Studie befasst sich mit der Untersuchung der Geschlechterunterschiede 
in der Ausprägung einer pathologischen Myokardhypertrophie und den myokardialen 
Veränderungen unter dem Einfluss des Östrogenrezeptors β.  
Grundlage der Arbeit bildete ein Mausmodell mit ERβ-/-- und Wildtyp- Mäusen, denen 
durch eine transversale Aortenkonstruktion (TAC) eine artifizielle Myokardhypertrophie 
induziert wurde. Zur Dokumentation der Progression und den damit verbundenen 
Veränderungen wurden zwei Zeitpunkte gewählt, welche die adaptive und maladaptive 
kardiale Antwort darstellen. Die Entwicklung der myokardialen Hypertrophie wurde sowohl 
durch Echokardiographie als auch hämodynamischen Messungen charakterisiert und 
durch biochemische und molekulare Techniken sowie den Einsatz von Mikroarrays 
untersucht. 
Zwei Wochen nach TAC lag eine konzentrische Hypertrophie vor, die noch keinen 
Funktionsverlust und keine Geschlechterabhängigkeit aufwies. Nach neun Wochen 
entwickelten die Tiere eine kardiale Hypertrophie mit Einschränkungen der 
linksventrikulären Funktion in Systole und Diastole sowie beginnender Dilatation. Die 
weiblichen WT- Tiere präsentierten dabei eine geringere Hypertrophieentwicklung. Die 
systolische Funktion und die mitochondriale Aktivität waren besser erhalten als bei den 
männlichen Tieren. Diese geschlechtsabhängigen Veränderungen könnten über PPARα 
und den Glukosetransporter GLUT1 vermittelt werden. Die TAC- Induktion führte darüber 
hinaus zu unterschiedlichen Ausprägungen der Fibrose zwischen den Gruppen, wobei die 
weiblichen WT- Tiere die geringste Fibrosierung zeigten. In den weiblichen ERβ-/-- Tieren 
nahm die Fibrosierung signifikant zu und war stärker ausgeprägt als in den männlichen 
ERβ-/-- Tieren. Zudem zeigten ausschließlich männliche ERβ-/-- Tiere deutliche 
apoptotische Signale. 
In der vorliegenden Arbeit konnte der Einfluss des Geschlechts auf die Entwicklung der 
Myokardhypertrophie bei andauernder Druckbelastung nachgewiesen werden. ERβ 
modulierte dabei die kardiale Funktion sowie die molekulare Antwort in hypertrophie- 
assoziierten Prozessen, wie dem kardialen Metabolismus, der kardialen Fibrose und der 
  
Apoptose in weiblichen und männlichen Tieren. ERβ trug in den weiblichen Tieren zum 
Erhalt des kardialen Energiehaushaltes bei und limitierte dadurch die Entwicklung einer 
kardialen Fibrose und Apoptose. Ein positiver Einfluss des ERβ konnte in auch in den 
männlichen Tieren beobachtet werden: Ein starker Funktionsverlust des Herzens und 
apoptotische Prozesse wurden durch ERβ verlangsamt oder inhibiert. Der Übergang in 
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1.1 Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz 
Eine Vielzahl kardiovaskulärer Krankheiten geht mit der Entwicklung einer kardialen 
Hypertrophie, der pathologischen Vergrößerung des Herzens, einher.  
In klinischen Studien wurde die kardiale Hypertrophie als unabhängiger Risikofaktor für 
Ischämien, Arrhythmien und plötzlichen Tod erkannt [1]. Myokardhypertrophie entsteht 
häufig als Folge einer Druckbelastung, wie zum Beispiel durch Bluthochdruck und 
Aortenstenose. Dabei wird eine Zunahme der Wanddicke des Herzens mit erhaltener 
Funktion beobachtet. Man spricht von einer konzentrischen (adaptiven) Hypertrophie. 
Wird die Druckbelastung nicht verringert, entwickelt sich diese konzentrische Hypertrophie 
in eine exzentrische (maladaptive) Hypertrophie, die häufig mit einer Herzinsuffizienz 
einhergeht (Abbildung 1.1). Deren Merkmale sind eine Dilatation und ein starker 
Kontraktilitätsverlust des linken Ventrikels [2]. 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Hypertrophieformen. 
 
Die Myokardhypertrophie (MH) ist mit einer erhöhten Häufigkeit nachteiliger 
kardiovaskulärer Ereignisse assoziiert. Charakteristischerweise lassen sich 
Veränderungen im kardialen Metabolismus und Umbauprozesse auf struktureller und 
mechanischer Ebene in den Kardiomyozyten beobachten [3]. Pathologische Stimuli, wie 
Myokardinfarkt (MI) oder chronischer Sauerstoffmangel, führen zu oxidativem Stress und 
der Bildung freier Radikale, die den kardialen Metabolismus beeinflussen [4]. Es kommt 
zu Stoffwechselveränderungen, die mit einem Substratwechsel einhergehen. Dabei findet 
eine Verschiebung von der Fettsäureoxidation zur Glukoseutilisation statt.  
Die Entwicklung der Herzinsuffizienz wird von makroskopischen und mikroskopischen 





und Angiogenese, begleiten die Herzinsuffizienz. Häufig wird die konzentrische 
Myokardhypertrophie als adaptiver Mechanismus zur Kompensation eines chronischen 
Anstiegs der Arbeitslast des Herzens angesehen. Langfristig kann es jedoch zur 
Fibrosierung des Herzmuskels und einer maladaptiven (exzentrischen) Hypertrophie 
kommen, aus der sich in Folge die Herzinsuffizienz entwickelt [5,6]. Insgesamt werden 
diese kardialen Umbauprozesse als „Remodeling“ bezeichnet [7]. 
Die Myokardhypertrophie ist demnach ein bedeutender Vorläufer der Herzinsuffizienz 
[2,8] und ein wichtiger und unabhängiger negativer Prädiktor kardiovaskulärer Morbidität 
und Mortalität [9,10]. 
1.2 Geschlechterunterschiede (GU) bei kardiovaskulären Erkrankungen 
Kardiovaskuläre Erkrankungen betreffen Frauen und Männer auf unterschiedliche Weise. 
Die wesentlichen Unterschiede bestehen im Erscheinungsalter, der Manifestation der 
Krankheit sowie in der Prävalenz von Komorbiditäten und der Überlebensrate [11,12,13]. 
Männer unter 50 Jahren besitzen ein höheres Risiko, an kardiovaskulären Erkrankungen 
zu erkranken, als gleichaltrige Frauen. Generell entwickeln Frauen eine Herzerkrankung 
10- 20 Jahre später als Männer. Tritt diese jedoch in früheren Jahren auf (unter 40-50 
Jahren), so ist die klinische Prognose für Frauen schlechter [14].  
Ergebnisse aus zwei klinischen Studien, dem EuroHeart Failure survey programme und 
der Framingheart study, deuten darauf hin, dass Ätiologie, Pathophysiologie und 
Symptomatik in der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie bei Männern und Frauen 
unterschiedlich sind (Cleland et al., 2003, Fox et al., 2005)[15,16,17]. Ferner konnten 
Carroll et al. zeigen, dass Frauen im Vergleich zu Männern bei gleichen mechanischen 
Belastungen, wie beispielsweise Druckbelastung durch Aortenstenose, die myokardiale 
Funktion besser erhalten [18]. Die Herzen weiblicher Patienten mit Aortenklappenstenose 
sind durch eine andere Form der Hypertrophie charakterisiert als die Herzen männlicher 
Patienten [18,19]. Frauen neigen dazu, eine konzentrische Hypertrophie mit guter 
linksventrikulärer Funktion und erhaltener linksventrikulärer Auswurfleistung 
(Ejektionsfraktion: EF), aber diastolischer Dysfunktion zu entwickeln. Männer hingegen 
tendieren zur dilatativen Myokardhypertrophie mit eingeschränkter systolischer 
Pumpleistung [20]. Somit ist die Herzinsuffizienz bei Frauen häufiger durch eine isolierte 
oder dominierende diastolische Dysfunktion charakterisiert [17,20,21,22]. Bei Auftreten 
einer systolischen Herzinsuffizienz finden sich im klinischen Verlauf 
geschlechtsspezifische Unterschiede [21,22,23,24,25],26]. Die Prognose der 






Abbildung 1.2: Die prozentuale Verteilung der systolischen linksventrikulären Auswurffraktion EF. 
Eine verminderte Auswurffraktion zeigt eine systolische Dysfunktion an. 51% der männlichen Patienten und 
nur 28% der weiblichen Patienten weisen eine EF von ≤ 40% auf. Damit sind Männer häufiger von einer 
systolischen Dysfunktion betroffen als Frauen. (modifiziert nach Cleland et.al 2003) 
 
Es ist unklar, warum Frauen mit Herzinsuffizienz länger leben als ebenfalls erkrankte 
Männer. Zudem ist die Basis für die auftretenden Geschlechterunterschiede in 
kardiovaskulären Erkrankungen noch unbekannt. Umfassendes Wissen über die 
Verschiedenartigkeit der notwendigen Diagnose- und Behandlungsverfahren für Frauen 
und Männer existiert nicht.  
Einer der wesentlichen Geschlechterunterschiede liegt in dem geringeren Risiko für 
Frauen, prämenopausal koronare Herzerkrankungen zu entwickeln. Inzidenz und 
Schweregrad einer Myokardhypertrophie und anderer kardiovaskulärer Krankheiten 
steigen jedoch erheblich nach Einsetzen der Menopause [26,27]. In diesem Kontext 
äußerten unter anderem Hayward et al. und Leinwand et al. die Vermutung, dass 
Östrogene das kardiovaskuläre System protegieren und dieser Schutz postmenopausal 
mit sinkendem Östrogenspiegel verloren geht [28,29]. 
Das Interesse richtete sich auf die potentielle kardioprotektive Wirkung des Östrogens. 
Diese konnte jedoch in großen randomisierten Studien, wie der Estrogen/progestin 
Replacement Study (HERS- I) und der Women’s Health Initiative Study (WHI) nicht 
bestätigt werden [28,30,31]. Im Gegenteil, die HERS- I Studie ergab einen Anstieg der 
Koronarherzerkrankungen im ersten Jahr und die WHI- Studie musste wegen eines 
erhöhten Risikos für kardiovaskuläre Erkrankungen abgebrochen werden. Grady et al. 
beschrieben, dass eine Hormonersatztherapie (HRT) mit Östrogen/Progestin keine 





Erkrankungen, wie Schlaganfall und Brustkrebs, erhöht [32]. Es bleibt die Frage offen, wie 
eine geeignete Hormonersatztherapie aussehen wird. 
Die oben genannten Studien weisen auf die Komplexität geschlechtsspezifischer 
biologischer und molekularer Prozesse hin, die noch nicht ausreichend verstanden sind, 
um geeignete vorsorgende Behandlungsstrategien zu entwickeln. Diese Prozesse 
könnten durch genetische Unterschiede entstehen, vor allem aber durch Steroidhormone 
und deren Rezeptoren vermittelt werden. Aus diesem Grund wird die Aufmerksamkeit vor 
allem auf die Charakterisierung der Signaltransduktionswege, die über Östrogen und die 
entsprechenden Rezeptoren vermittelt werden, gerichtet.  
1.3 Rolle der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ für Geschlechterunterschiede bei 
Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz 
Man geht davon aus, dass Geschlechterunterschiede im kardiovaskulären System durch 
Steroidhormone und Steroidhormonrezeptoren, wie Östrogene und die dazugehörigen 
Rezeptoren, Östrogenrezeptor alpha (ERα) und beta (ERβ), vermittelt werden können[33]. 
Diese Rezeptoren wurden sowohl in humanen Herzen als auch in Herzen von Nagetieren 
nachgewiesen [34,35,36,37]. Die Expression von Steroidhormon- Rezeptoren wird durch 
kardiovaskuläre Erkrankungen beeinflusst. So zeigten Nordmeyer und Mahmoodzadeh et 
al., dass die Expression von ERα und ERβ in Patienten mit Aortenstenose und dilatativer 
Kardiomyopathie (DCM) signifikant ansteigt. Diese Beobachtung unterstützt die potentielle 
Relevanz von ERα und ERβ im Myokard [35,36]. 
Östrogenrezeptoren gehören der Steroidrezeptorsuperfamilie an [38,39]. Die Struktur der 
Rezeptoren gliedert sich in Dömänen (Abbildung 1.3). Ein typischer nukleärer Rezeptor 
besteht aus einer variablen NH2- terminalen Region (A/B), einer konservierten DNA- 
bindenden Domäne (DBD), einer Region C, einer verbindenden Region D, und einer 
konservierten E- Region, welche die ligandenbindende Domäne (LBD) enthält. Des 
Weiteren finden sich Regionen für die transkriptionelle Aktivierung. Die hypervariable AF- 
Region (in der A/B- Domäne) vieler Rezeptoren beinhaltet eine autonome transkriptionelle 
Aktivierungsfunktion. Die als AF- 1 bezeichnete Region bewirkt die ligandenunabhängige 
Aktivierung des Rezeptors. AF- 2, eine zweite transkriptionelle, ligandenabhängige 
Aktivierungsdomäne, ist in der LBD- Region lokalisiert. ERα und ERβ weisen zum Teil 
Sequenzhomologien auf. Sie gleichen sich zu 96% in der DBD, zu etwa 53% in der LBD, 
jedoch nur zu 17,5% in der NH2- terminalen AB- Domäne [34]. Die Gene für ERα und ERβ 
sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert. Das Gen für ERα liegt auf Chromosom 






Abbildung 1.3: Struktur der humanen Östrogenrezeptoren ERα und ERβ nach Mendelsohn M. 
et.al[34]. Die N-terminale AB-Domäne trägt die ligandenunabhängige Transaktivierungsfunktion (TAF-1). Sie 
ist in beiden Rezeptoren sehr unterschiedlich strukturiert. Die C-Domäne ist die DNA-bindende Domäne 
(DBD), sie enthält die beiden Zinkfinger, die an der Rezeptor-Dimerisierung und anschließenden Bindung des 
Rezeptor-Komplexes an die DNS beteiligt sind. Diese Domäne ist in allen Steroidrezeptoren stark konserviert. 
Die D-Domäne ist die Hinge (H) Region. Domäne E enthält die hormonbindende Domäne (HBD) und die 
hormonabhängige Transaktivierungsfunktion (TAF-2). Domäne F ist die variable Region, in der die Sequenz 
für die Helix 12 enthalten ist. Diese vermittelt die unterschiedliche Antwort der Östrogenrezeptoren auf das 
Östrogen und den selektiven Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) [43]. 
 
Die Östrogenrezeptoren fungieren als Transkriptionsfaktoren und können bei Aktivierung 
durch einen Liganden die Expression einer Vielzahl von Genen, die ein Estrogen 
response element (ERE) tragen [44], modulieren [45,46,47]. Beide Rezeptoren haben die 
gleiche Affinität zu 17ß- Estradiol (E2). Bei Aktivierung bilden sie Homo- oder 
Heterodimere und regulieren je nach Art der Dimerisierung unterschiedliche Gene [47]. 
Zudem sind ERα und ERβ in der Lage, die Funktion anderer Transkriptionsfaktoren durch 
Protein- Protein- Interaktionen im Nukleus zu verändern oder spezielle 
Signaltransduktionswege zu aktivieren, die wiederum die Aktivität der Ziel- 
Transkriptionsfaktoren modulieren [33,48].  
Östrogen kann via ERα und ERβ einen direkten oder indirekten Effekt auf das 
kardiovaskuläre System ausüben. Direkte Effekte durch Östrogen können über nicht 
genomische Signalwege innerhalb von Sekunden und Minuten oder über länger 
andauernde genomische (indirekte) Signalwege vermittelt werden [49,50]. Ein nicht- 
genomischer Effekt konnte in isolierten kardialen Myozyten gezeigt werden. Dort bewirkt 
E2 über membrangekoppelte Östrogenrezeptoren einen schnellen Abfall des 
Kalziumausstoßes über L- Typ Kalziumkanänle [37,51]. Die Östrogenrezeptoren können 
ebenso von Wachstumsfaktoren in Abwesenheit von Östrogen aktiviert werden. Der 
direkte Effekt von Östrogen ist in klassischer Weise die Interaktion mit den intrazellulären 









Abbildung 1.4: Multiple Signalwege von Östrogen (E2) in kardialen Zellen (nach V. Regitz-Zagrosek)[52]. 
a) Östrogen kann einen im Zytosol befindlichen Östrogenrezeptor aktivieren, transloziert in den Nukleus und 
initiiert die Gentranskription; b Östrogen kann membranassozierte ER aktivieren; c) Die zur Aktvierung der 
NOS-Signalkaskade und der MAPK-Signalkaskade über ERα führt; e) Der G-gekoppelte Rezeptor GPR30 
wird als neuer ER betrachtet und scheint über die MAPK aktiv zu sein; f) Ferner kann Östrogen den 
Kalziumseinstrom beeinflussen; g) Wachstumsfaktoren können die ER´s ligandenunabhängig aktivieren; h) 
Östrogen kann über Metaboliten, wie Katechol-und Methoxy–Östrogen wirken. 
 
Eine Vielzahl von experimentellen Studien hat die Rolle von E2 nach myokardialem Infarkt 
(MI), in Myokardhypertrophie und linksventrikulärem Remodeling untersucht. Viele 
Befunde deuten auf eine kardioprotektive Rolle von Östrogen hin. Jedoch sind diese 
Befunde abhängig vom Stimulus, der auf das Myokard ausgeübt wird. Van Eickels et al. 
zeigten erst kürzlich in einem MI- Mausmodell, dass die Behandlung mit E2 in 
ovarektomierten weiblichen Mäusen zu einem Anstieg der linksventrikulären Masse, zur 
Myozytenhypertrophie sowie zu erhöhter Mortalität führte [53]. Die Behandlung mit E2 von 
Mäusen mit Aortenstenose reduzierte hingegen die linksventrikuläre Hypertrophie [54,55]. 
Zur Identifikation des beteiligten Östrogenrezeptors wurden Östrogenrezeptor– defiziente 
Tiere generiert und für experimentelle Studien herangezogen. Es handelt sich um Knock- 
Out Modelle mit einer Deletion für ERα (ERα- /- ), für ERβ (ERβ- /- ) sowie einem doppelten 





Eine Vielzahl von Studien belegt, dass eine positive modulierende Wirkung von E2 im 
hypertrophierten und infarzierten Herz vorwiegend über ERβ vermittelt wird [56],[57],[58]. 
Es konnte demonstriert werden, dass ERα in tierexperimentellen Studien keinen 
nachgewiesenen Einfluss auf die Entwicklung der Myokardhypertrophie oder die kardiale 
Funktion hatte [59],[60]. Häufig wurden beobachtete Effekte in nur einem Geschlecht 
nachgewiesen und das meist zu einem distinkten Zeitpunkt. 
Diese Studien legen eine überwiegende Involvierung des ERβ in das hypertrophe 
Signalprogramm nahe. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie der Einfluss 
von ERβ bei Myokardhypertrophie und die Progression in die Herzinsuffizienz in einem 
ERβ-/-- Mausmodell in beiden Geschlechtern untersucht. 
1.4 Rolle des Myokardstoffwechsels bei Myokardhypertrophie und 
Herzinsuffizienz 
Das Herz hat fortwährend einen hohen Bedarf an Energie, um spezialisierte zelluläre 
Abläufe, wie Ionentransport, Sarkomerfunktion und die Ca2+- Homöostase, aufrecht zu 
erhalten. Das Myokard ist ein „promiskuitiver“ Substratkonsument und nutzt jeden 
verfügbaren Substrattypen zur Energiegewinnung, da es kaum eigene 
Speicherkapazitäten besitzt. Bei ausreichender Versorgung mit Sauerstoff (O2) werden 
Fettsäuren und Glukose im Mitochondrium oxidiert. Es wird ein gemeinsames 
Endprodukt, Acetyl- CoA, gebildet, welches in den Tricarbonsäurezyklus eintritt. Über die 
reduzierenden Äquivalente NADH und FADH2, die während des Citrat- Zyklus entstehen, 
werden Elektronen zur Elektronentransportkette transportiert. Die oxidative 
Phosphorylierung bildet letztendlich über eine F0F1- ATPase ADP zu ATP, welches von 
der mitochondrialen Matrix über den Adenosin- Nukleotid- Transporter (ANT) ins 







Abbildung 1.5: Signalwege des kardialen Metabolismus. Fettsäure- und Glukoseoxidation sind die 
Hauptwege für die kardiale ATP-Produktion. Prozesse wie Substrataufnahme, Veresterung, mitochondrialer 
Transport und Oxidation werden von enzymatischen Reaktionen gesteuert, die über nukleäre Rezeptoren 
reguliert werden. Die Zahlen 1-4 zeigen die mitochondrialen ß-Oxidationsreaktionen: 1) Acyl-CoA-
Dehydrogenase; 2) Enoyl-CoA Hydratase; 3) 3-Hydroxylacyl-CoA-Dehydrogenase; 4) Ketoacyl-CoA-Thiolase; 
FS-Fettsäuren; CPTI /II –Carnitoyl-Palmitoyl-Transferase I/II; PDH-Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex. 
 
Das adulte gesunde Herz gewinnt 60-90% des ATP aus der β- Oxidation von 
zirkulierenden, langkettigen, freien Fettsäuren und 10%-40% über die Glukoseoxidation 
und Laktatverwertung [61,62,63], bis zu 2% werden über die anaerobe Gykolyse zur 
Verfügung gestellt (Abbildung 1.5) Das fetale Herz hingegen nutzt wegen des 
limitierenden Sauerstoffgehalts und geringerer Verfügbarkeit an Fettsäuren hauptsächlich 
anaerobe Stoffwechselwege und katabolisiert Glukose und Laktat. In der postnatalen 
Periode steigt die mitochondriale Fettsäureoxidation begleitend durch einen Anstieg der 
kardialen Arbeit und der neuen Substratverfügbarkeit sofort an [63,64,65]. Dieser Wechsel 
geht mit der Expression “adulter” Isoformen metabolischer Enzyme und Proteine einher. 
Dies ermöglicht trotz höheren Sauerstoffverbrauchs eine höhere Menge der ATP- 






1.4.1 Kardialer Metabolismus bei Myokardhypertrophie 
Bei der kardialen pathologischen Hypertrophie sind hypertrophieinduzierte 
Stoffwechselveränderungen zu erwarten, die je nach Belastung des Herzens und der 
Verfügbarkeit von ATP angepasst werden. Charakteristisch für die Myokardhypertrophie 
ist ein Absinken der Genexpressionen der an der mitochondrialen β- Oxidation beteiligten 
Enzyme im hypertrophierten und im insuffizienten Myokard (Sack et al.) [66]. Es findet ein 
Wechsel zum fetalen Metabolismus statt, in dem nur etwa 60% der ATP- Moleküle aus 
der β- Oxidation der Fettsäuren und ca. 40% aus der Glukoseoxidation stammen. Diese 
metabolische Substratverlagerung in Abhängigkeit von drucklast- induzierter Hypertrophie 
sowie der geringen Sauerstoffverfügbarkeit wird als adaptiver Mechanismus interpretiert. 
Die Reaktivierung des fetalen Phänotyps bei Myokardhypertrophie wird als 
„programmierte“ Stressantwort betrachtet [67]. Die zugrunde liegenden molekularen 
Mechanismen des Substratswechsels sind noch unbekannt. 
Diese Substratverschiebung, die sowohl während der Herzentwicklung als auch im 
hypertrophierten Myokard zu beobachten ist, wird zum Teil infolge von spezifischen, 
transkriptionellen, regulatorischen Prozessen gesteuert. Diese beeinflussen die 
Expression von nukleären Genen, die wiederum mitochondriale Proteine kodieren. Auf 
diese Weise findet eine Anpassung der Substratutilisation an die kardialen Bedürfnisse 
statt. 
1.4.2 Regulatoren des myokardialen Metabolismus –PPAR und Kofaktoren 
Die kardiale mitochondriale Kapazität wird sowohl auf transkriptioneller als auch auf post- 
transkriptioneller Ebene dynamisch reguliert [68]. Akute Änderungen im Energiefluss 
durch metabolische Signaltransduktionswege werden durch Veränderungen der 
Substratkonzentration und allosterische Modifikationen der an der Reaktion beteiligten 
Enzyme verursacht. Chronische Veränderungen in der mitochondrialen oxidativen 
Kapazität und Substratauswahl werden auf der transkriptionellen Ebene vermittelt [69].  
Regulatoren des kardialen Metabolismus sind die „peroxisome proliferator- activated 
receptors“ (PPAR). Diese spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung des Lipid- und 
Glukosestoffwechsels [70,71]. Zusätzlich zu ihrer metabolischen Funktion sind die PPAR 
auch an Prozessen, wie dem zellulären Wachstum, der Wundheilung und der 
Inflammation beteiligt [72,73]. 
Die PPAR gehören, wie die Retinoid, - Thyroid und Steroidrezeptoren, zu der Superfamilie 
der nukleären Hormonrezeptoren. Diese werden sowohl durch natürliche als auch 
synthetische Liganden aktiviert und modulieren die Transkription ihrer Zielgene. Die 





Die Proteinstruktur der PPAR ist der Struktur anderer Kernrezeptoren, wie beispielsweise 
der von Östrogenrezeptoren, homolog (siehe Abbildung 1.3). Nukleäre Rezeptoren 
besitzen einen modularen Aufbau, bestehend aus verschiedenen Regionen, welche 
autonomen funktionellen Domänen entsprechen (Abbildung 1.6). Die Gene für alle drei 
Isoformen sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert. Das Gen für PPARα liegt auf 
Chromosom 22q12- 13.1, während das Gen für PPARβ/δ auf dem Chromosom 6p21.2- 
21.1 und für PPARγ auf dem Chromosom 3p25 liegt.  
 
 
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der PPAR-Isoformen und der Homologiegrad von PPARβ/δ 
und PPARγ zu PPARα. 
 
PPAR werden ligandenabhängig, z.B. endogen über Fettsäuren, Eicosanoide und 
Arachoidonsäurederivate aktiviert [4,76]. Ferner werden die Transkriptionsfaktoren auch 
über selektive synthetische Liganden, wie z.B. Fibrate und Thiazolidine, die für eine 
medikamentöse Behandlung eingesetzt werden, induziert. Aktivierte PPAR dimerisieren 
mit dem „9- cis retinoic acid- activated receptor“ (RXR) [77,78]: Die Aktivität des 
PPAR/RXR Komplexes wird durch die Verfügbarkeit der Liganden reguliert. Findet eine 
Aktivierung statt, so rekrutieren die PPAR transkriptionelle Ko- Aktivatoren, die für die 
Initiierung der Transkription der Zielgene notwendig sind[79] (Abbildung 1.7). Ko- 
Aktivatoren besitzen meist eine Histon- Acetylase (HAT)- Aktivität oder rekrutieren andere 
Ko- Aktivatoren, die über eine HAT- Aktivität verfügen. Die Acetylierung der Histone 
erlaubt den Zugang der RNA- Polymerase an die Ziel- DNA und den Transkriptionsstart. 
Einige Ko- Aktivatoren, wie z.B. Steroidrezeptor- Ko- Aktivatoren (SRC), PPAR- 
interagierendes Protein (PRIP), p300 und PPARγ- Koaktivator 1α (PGC-1α), interagieren 








 Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des PPAR Transkriptionskomplexes (modifiziert nach Kelly 
D. et al. 2003). Die Bindung eines Liganden an eine PPAR-Isoform führt zur Aktivierung und Rekrutierung von 
Ko-Aktivatoren. Es folgt eine Heterodimerisierung mit dem RXR. Das PPAR-RXR-Heterodimer bindet mit 
seinen Bindungsdomänen an das PPAR responsive Element (PPRE) und initiiert die Transkription diverser 
Zielgene. 
 
Trotz der teils hohen Homologie in ihrer Proteinstruktur weisen die Isoformen 
Heterogenität zueinander auf. Das Expressionsmuster der drei PPAR- Isoformen ist 
gewebespezifisch zum Teil sehr unterschiedlich ausgeprägt und weist auf ihre 
verschiedenen biologischen Funktionen hin. 
Im kardiovaskulären Gewebe ist hauptsächlich PPARα lokalisiert. Diese Isoform wird 
überwiegend in Geweben exprimiert, die eine erhöhte Kapazität der mitochondrialen 
Fettsäureoxidation aufweisen, wie Herz, Leber oder Niere[80]. Als Transkriptionsfaktor 
reguliert PPARα ein weites Spektrum an Zielgenen, deren Produkte im Lipidstoffwechsel 
involviert sind [81]. Im Myokard reguliert PPARα die Expression von Genen, deren 
Produkte in den zellulären Fettsäuremetabolismus involviert sind. Dazu gehören der 
Fettsäuretransport und die Veresterung, der Import von Fettsäuren in das Mitochondrium 
sowie die mitochondriale und peroxisomale Fettsäureoxidation [82]. Huss et al. zeigten in 
diesem Zusammenhang, dass in PPARα- defizienten Mäusen die Fettsäureoxidation 
dysreguliert ist: Die Aufnahme der freien Fettsäuren ist deutlich eingeschränkt, während 
der Glukosestoffwechsel ansteigt. Die Folgen sind Lipidakkumulation und Lipotoxizität im 
Myokard [4]. Weiterhin zeigten PPARα- defiziente Mäuse nach Induktion einer 
Hypertrophie eine im Vergleich zu Wildtyp- Tieren stärkere Hypertrophieentwicklung. Der 





kardialer Dysfunktion, assoziiert mit erhöhter Expression inflammatorischer Marker und 
stärkerem Remodeling [83]. 
PPARβ/δ wird ubiquitär im Organismus und in besonders hohen Mengen in 
Kardiomyozyten exprimiert [84]. PPARβ/δ ist sowohl an der Kontrolle des 
Fettsäurekatabolismus, der Energieentkopplung des Fettgewebes und der Muskulatur als 
auch der negativen Regulierung der Inflammation beteiligt[85] und scheint darüber hinaus 
ein kritischer Regulator der β- Oxidation im kardialen Gewebe zu sein [86]. Cheng et al. 
konnten zeigen, dass die Expression oxidativer Gene in Mäusen mit einer 
herzspezifischen PPARβ/δ- Deletion supprimiert ist, wodurch Lipide in den 
Kardiomyozyten stark angereichert werden. Ferner entwickeln diese Tiere eine 
Myokardhypertrophie, die unweigerlich zur dilatierten Kardiomyopathie führt, in der 
verminderte Kontraktions- und Relaxationsfähigkeiten zu beobachten sind. Diese 
Prozesse werden von Apoptose der Kardiomyozyten begleitet und führen zum Tod der 
Tiere [87]. 
Der Transkriptionsfaktor PPARγ wird hauptsächlich im Fettgewebe und in der Leber 
exprimiert. Dort kontrolliert er die Lipidspeicherung, die Adipozytenformation und den 
Metabolismus. Ferner ist PPARγ auch außerhalb des Fettgewebes lokalisiert: in der 
vaskulären Wand, im Muskel und im Myokard. Die Expressionsrate von PPARγ liegt weit 
unter der von PPARα und PPARβ/δ [88]. Die exakten molekularen Mechanismen, die zur 
Regulierung des kardialen Metabolismus durch PPARγ führen, sind noch unklar. Dennoch 
gibt es direkte Hinweise auf eine protektive Wirkung von PPARγ in der 
Myokardhypertrophie [89]. Mäuse mit PPARγ- defizienten Kardiomyozyten hingegen 
zeigen eine progressive Myokardhypertrophie und oxidative Schäden in den 
Mitochondrien. Die meisten Tiere sterben an einer dilatativen Kardiomyopathie [89],[90]. 
Zusammenfassend suggerieren diese Daten, dass eine kardiale Hypertrophie über 
PPARγ- abhängige Signalwege vermindert und verhindert werden kann. 
Darüber hinaus konnten wir in eigenen Experimenten zeigen, dass die Expression von 
PPARγ nach MI im Rattenmodell signifikant erhöht ist. Diese Beobachtung korrelierte mit 
der Expression fibrotischer Marker. Die Expression der an der Fettsäureoxidation 
beteiligten Enzyme ist reduziert, so dass wir Zusammenhänge zwischen PPARγ und 
fibrotischen sowie inflammatorischen Mechanismen annehmen [91]. 
PGC-1α, der transkriptionelle Ko- Aktivator der PPAR, spielt eine Schlüsselrolle in der 
Kontrolle des myokardialen Stoffwechsels [92,93]. PGC-1α agiert über PPARα und 
andere Transkriptionsfaktoren im Myokard, um die Substratanforderung an die 
Genexpression der am Stoffwechsel beteiligten Enzyme zu koppeln [94]. In 





PPARγ- Zielgenen, welche die Enzyme der Fettsäureoxidation kodieren [93]. Um die 
mitochondriale Biogenese und die Expression von Komponenten der 
Elektronentransportkette zu verstärken, koaktiviert PGC-1α auch weitere 
Transkriptionsfaktoren, wie die Estrogen Related Receptors (ERRα und ERRγ) und den 
nukleären Respirationsfaktor 1 (NRF- 1) [93,95]. 
Eine Vielzahl an Studien hat in vitro und in vivo gezeigt, dass PGC-1α eine wichtige Rolle 
in der Energieregulation sowohl im physiologischen als auch im pathologischen Zustand 
übernimmt [96]. PGC-1α wird in erheblich aktiviert, wenn physiologische Bedingungen 
einen erhöhten Bedarf für die myokardiale ATP- Produktion signalisieren, insbesondere 
wenn eine hohe Anforderung an Fettsäuren als Energiequelle besteht. Dies ist der Fall bei 
akutem Nahrungsmangel, bei Diabetes Mellitus, aber auch bei Ausdauertraining 
[85,93,97,98]. Eine Fülle an experimentellen Studien weist darauf hin, dass die 
Expression von PGC-1α bei Herzerkrankungen ebenfalls verändert ist [68,99,100,101]. 
Bei kardialer Hypertrophie in murinen Modellen sind PGC-1α und mitochondriale Gene 
reprimiert [65,94]. Diese Reduktion könnte zu einem ATP- Mangel sowie zu 
verschiedenen Dysfunktionen im insuffizienten Herzen führen. 
Es besteht allgemeiner Konsens darüber, dass die PPAR und die beteiligten Ko- 
Aktivatoren eine Schlüsselrolle im kardialen Stoffwechsel spielen. Eine Vielzahl an 
Studien hat einen Substratwechsel in Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz bestätigt 
[66,102,103,104,105]. Allerdings variiert die Richtung der Energieverschiebung mit der 
Äthiologie und dem Schweregrad der linksventrikulären Dysfunktion. Obwohl hinreichende 
Untersuchungen zum kardialen Metabolismus existieren, bleibt die Frage offen, ob es im 
kardialen Stoffwechsel geschlechtspezifische Mechanismen gibt und wie diese 
molekularen Prozesse reguliert werden. 
1.4.3 Geschlechtsspezifische Aspekte im Myokardstoffwechsel bei 
Myokardhypertrophie 
Es gibt nur wenige Studien darüber, wie das Geschlecht den kardialen Stoffwechsel 
beeinflusst. Geschlechterunterschiede beim Menschen finden sich jedoch in der 
Auswirkung von Polymorphismen in den Genen von PPARα, PPARγ und PGC-1α, die 
eine entscheidende Rolle in der Regulation des kardialen Stoffwechsels übernehmen und 
mit der Entwicklung einer linksventrikulären Hypertrophie, Bluthochdruck, Fettleibigkeit 
und einer Störung des Lipidstoffwechsels assoziiert sind. Das Auftreten dieser 
Erkrankungen ist zwischen Frau und Mann unterschiedlich [106,107,108,109]. 
Im Tiermodell konnte in PPARα- defizienten Mäusen gezeigt werden, dass eine 
Inhibierung der Fettsäureoxidation zu einer schweren Lipidakkumulation, 





geschlechtsabhängig: Männchen starben zu 100%, während die Mortalität der Weibchen 
nur 25% betrug [110,111]. Dies macht PPAR- assoziierte Signalwege zu primären 
Kandidaten bei der Suche nach Grundlagen von Geschlechterunterschieden bei MH. 
PPAR können bei geschlechtsspezifischen Signalwegen durch die Induktion ihrer 
Zielgene interferieren und kompetieren somit um die Kofaktoren mit anderen nukleären 
Rezeptoren, wie Östrogenrezeptoren und Estrogen related Receptors (ERR). So können 
PPAR die Östrogen- und die Testosteronsynthese in isolierten Ovarienzellen inhibieren. 
Ferner spielt speziell PPARγ in der Steroidogenese in Ovarien eine wichtige Rolle. Der 
Transkriptionsfaktor fungiert hier durch die Bindung an das „Estrogen Responsive 
Element“(ERE) als kompetitiver Inhibitor für Östrogen [112,113]. Diese Beobachtungen 
sind möglicherweise zellspezifisch, könnten für andere Zelltypen und Organe jedoch 
ebenso zutreffen. Erst kürzlich konnte im ERβ-/-- Mausmodell gezeigt werden, dass ERβ 
die Aktivität von PPARγ im gonadalen Fettgewebe inhibiert und in Folge der Glukose- und 
Insulinmetabolismus negativ beeinflusst wird [114]. Damit wurde ein weiterer Einfluss des 
Östrogenrezeptors β im Organismus demonstriert. 
Weitere interessante Beobachtungen sind mögliche Wechselwirkungen zwischen PPAR, 
PGC-1α und den Östrogenrezeptoren in den Mitochondrien. Kürzlich konnte gezeigt 
werden, dass Östrogenrezeptoren in Mitochondrien lokalisiert sind [115],[116]. Ferner 
wurden ERE in der regulatorischen Einheit mitochondrialer DNA determiniert [117]. Diese 
Erkenntnisse lassen vermuten, dass Östrogenrezeptoren die Transkription 
mitochondrialer DNA beeinflussen und sie selbst in Mitochondrien aktiv sind. Zudem 
haben Stirone et. al in cerebrovaskulären Mitochondrien gezeigt, das Östrogen die 
Effizienz der Energieproduktion erhöht und die Freisetzung freier Radikale (Reactive 
Oyxgen Species- ROS) supprimiert [118]. Darüber hinaus ist bekannt, dass Östrogen den 
Glukosestoffwechsel in der Leber und im Muskel dominant beeinflusst [119,120]. Der 
Einfluss von Östrogen auf den kardialen Glukosestoffwechsel und die zugrunde liegenden 
molekularen Mechanismen sind noch ungeklärt.  
Nukleäre Rezeptoren, wie PPAR und die Östrogenrezeptoren besitzen die Eigenschaft, 
eine Vielzahl von Genen in verschiedenen Organ- und Zellsystemen zu regulieren. Daher 
soll untersucht werden, inwiefern Regulatoren des Glukosestoffwechsels und der 
Fettsäureoxidation sowie Schlüsselenzyme dieser Energie bereitstellenden Signalwege 









1.5 Strukturelle Veränderungen des Herzens bei Myokardhypertrophie: 
Remodeling 
Die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Herzinsuffizienz wird von 
makroskopischen und mikroskopischen Veränderungen der Herzstruktur begleitet. 
Umbauprozesse dieser Art sind vor allem frühe Ereignisse bei Drucküberbelastung des 
Myokards, wie z.B. bei der Aortenstenose. 
Die frühe Phase der kardialen Hypertrophie wird als kompensierte Hypertrophie 
bezeichnet. Die kardiale Stressantwort resultiert in der Zunahme der Wanddicke des 
Herzens, um die Mehrbelastung auszugleichen. Ursächlich dafür sind eine 
Größenzunahme der Kardiomyozyten und die Ablagerung von Kollagenen und anderer 
Komponenten der extrazellulären Matrix. Letzeres wird als Fibrose bezeichnet [121]. Die 
Entwicklung einer Myokardhypertrophie und einer reaktiven Fibrose scheint durch die 
Zunahme des kardialen Wandvolumens den transmuralen Stress zu mildern. Mit dem 
Progress einer Fibrose (perivaskulär und interstitiell) verliert jedoch das Herz an 
Elastizität; es ist eine erhöhte Steifigkeit des Herzmuskels zu beobachten. Kontraktilität 
und Dehnbarkeit des Herzens sind gestört (Jalil et al. 1989) [122]. Im weiteren zeitlichen 
Verlauf verliert das Herz seine normale Funktion. Die Entwicklung einer ausgeprägten 
Fibrose geht einer dekompensierten Hypertrophie meist voraus und spielt somit eine 
kausale Rolle [121]. Diesen fundamentalen Veränderungen in der Herzstruktur liegen 
molekulare Prozesse zugrunde, die das Fortschreiten der Myokardhypertrophie bis zur 
Herzinsuffizienz beeinflussen.  
1.5.1 Extrazelluläre Matrix 
Die kardialen Myozyten stehen mit einem komplexen Geflecht extrazellulärer 
Makromoleküle in Verbindung, das man als extrazelluläre Matrix (EZM) bezeichnet [123]. 
Die EZM bildet den Anteil tierischen Gewebes zwischen den Zellen im Intrazellularraum. 
Diese setzt sich aus diversen Komponenten zusammen, die in zwei Gruppen aufgeteilt 
werden können: Grundsubstanz und Fasern. Zu Letzterem zählen die Kollagenfibrillen 
und die elastischen Fasern, die vor allem von Fibroblasten sezerniert werden und dem 
Gewebe Stabilität und Elastizität verleihen. Die Grundsubstanz besteht aus 
Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und Glykoproteinen (Adhäsionsproteinen), die von 
den Fibroblasten produziert werden, sowie der Gewebsflüssigkeit, deren Bestandteile 
(Wasser, Aminosäuren, Ionen, Vitamine, Hormone, Glukose und andere) hauptsächlich 
aus dem Blutplasma stammen. 
Die wesentlichen Komponenten der EZM sind die Kollagene des Typs I, III und V, sowie 
das Kollagen IV der Basalmembran (Bishop, et al., 1999) [124]. Ihre Aufgabe ist die 





zu den Kapillaren. Kollagene sind nicht nur wichtige Determinanten für Form und Struktur, 
sondern auch maßgeblich an der Funktion des kardiovaskulären Gewebes beteiligt. Aus 
diesem Grund ist es entscheidend, dass Konzentration und Verhältnis der Kollagene 
zueinander präzise reguliert sind und ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Abbau 
und Synthese besteht.  
  
 
Abbildung 1.8: Vereinfachte Darstellung des kollagenen Netzwerkes. Es stellt das komplexe Geflecht des 
Myokards dar. Die epimysialen, perimysialen und endomysialen Fasern gehen kontinuierlich in die Chordae 
tendinae über. (nach Pick, Janicki und Weber, 1989, AJP)[122]. 
 
1.5.2 Matrixmetalloproteinasen und deren Inhibitoren  
Die gesamte EZM unterliegt einem ständigen Umbau [125,126], der vorrangig durch die 
1962 erstmalig von Gross und Lapiere beschriebenen Matrixmetalloproteinasen (MMP) 
ausgeführt wird [127]. Die MMP bilden eine Familie zinkabhängiger Endoproteasen, die 
strukturelle Domänen teilen, sich jedoch in Substratspezifität und Induzierbarkeit 
unterscheiden [127]. Derzeit sind mindestens 25 verschiedene MMP- Typen identifiziert 
worden, die nicht nur die Kollagene und andere Komponenten der EZM abbauen können 
[7], sondern zudem die Fähigkeit besitzen, Zelloberflächenmoleküle und andere 
Nichtmatrixproteine zu spalten [128,129]. Eine strenge Regulation der MMP- Aktivität 
innerhalb physiologischer Prozesse ist von großer Bedeutung für den Erhalt von Struktur 
und Funktion des kardiovaskulären Gewebes. Ihre Aktivität kann dabei auf der Ebene der 
Genexpression, Sekretion, Zymogen- Aktivierung und - Inhibierung kontrolliert werden. 
Der Umbau der EZM in Tiermodellen mit Druck- und Volumenüberbelastung sowie in 
Ischämie und nichtischämischer Kardiomyopathie beim Menschen werden partiell durch 





Eine veränderte MMP- Expression und - Aktivität kann zur Entwicklung chronischer 
Krankheiten führen. Viele unabhängige Studien zeigten eine veränderte Expression 
diverser MMP innerhalb pathologischer Prozesse, wie Angiogenese, Metastasierung, 
Arthritis und diverser Herzerkrankungen [130]. 
Die Aktivität der MMP wird über Transkription, posttranslationale Aktivierung der inaktiven 
Proformen und die Interaktion mit gewebespezifischen endogenen Inhibitoren, den Tissue 
Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP) kontrolliert. Bei Verlust des Gleichgewichtes 
zwischen MMP und TIMP ist der Umbau von myokardialen Kollagenen gestört und führt 
zur Kollagenablagerung im linken Ventrikel [7,131,132]. Dieser Prozess fördert das 
linksventrikuläre Remodeling. Die Akkumulierung von kardialem Kollagen ist mit einer 
systolischen Dysfunktion des linken Ventrikels assoziiert, wie in Patienten mit 
Aortenstenose gezeigt werden konnte [133]. MMP und TIMP sind in Tiermodellen nach 
myokardialem Infarkt und in experimentellen Modellen für Myokardhypertrophie und 
Herzinsuffizienz verschieden reguliert [131,134,135,136]. 
1.5.3 Geschlechtsspezifische Aspekte im Umbau der extrazellulären Matrix bei 
Myokardhypertrophie 
Myokardiales Remodeling im Alter bzw. als Reaktion auf mechanische Belastung 
unterscheidet sich in weiblichen und männlichen Herzen [137,138]. Es ist jedoch bislang 
ungeklärt, welche regulatorischen Prozesse für die beobachteten 
Geschlechterunterschiede verantwortlich sind. Es gibt nur wenige Studien, die 
Geschlechterunterschiede im Umbau der extrazellulären Matrix bei druckbelasteter 
Myokardhypertrophie beschreiben [20]. Dagegen gibt es direkte Hinweise auf 
Geschlechterunterschiede nach myokardialem Infarkt im Tiermodell. In diesen Studien 
konnte gezeigt werden, dass die Mortalität sowie die kardiale Ruptur in der akuten Phase 
nach MI (bis zu einer Woche) in weiblichen Tieren wesentlich niedriger war als in 
männlichen Tieren [139,140,141,142]. Bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz als 
Folge des MI haben die männlichen Tiere im Vergleich zu den Weibchen eine schlechtere 
kardiale Funktion, kombiniert mit maladaptivem Remodeling[139]. Ferner konnten bei 
akutem MI Geschlechterunterschiede in der Aktivität und Expression der MMP und TIMP 
beobachtet werden [142].  
Es gibt einige Anhaltspunkte dafür, dass Östrogen die Kollagenexpression auf 
verschiedene Weise beeinflussen kann. Östrogenrezeptoren wurden nicht nur in 
Kardiomyozyten, sondern auch in Myofibroblasten nachgewiesen [37]. Die Verabreichung 
von Östrogen in Tierexperimenten kann die Proliferation von Fibroblasten und die 
Kollagensynthese in diesem Zelltyp reduzieren [143,144]. Damit werden die 





Komponenten beeinflusst. Daher sollten bei der Untersuchung von 
Geschlechterunterschieden bei Myokardhypertrophie auch Umbauprozesse der EZM 
berücksichtigt werden. 
1.6 Apoptose bei Myokardhypertrophie  
Die maladaptive Hypertrophie ist neben den bereits erwähnten Veränderungen durch eine 
signifikante Zunahme des programmierten Zelltodes (Apoptose) in Kardiomyozyten 
gekennzeichnet [2,145]. 
Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltodes und spielt eine zentrale Rolle in 
Embryogenese, zellulärer Homöostase, Gewebeverlust und Entfernen geschädigter oder 
mutierter Zellen [146]. Der Prozess der Apoptose kann in verschiedene biochemische und 
morphologische Phasen eingeteilt werden [145]: 
1. Initiationsphase, in der pro- apoptotische Stimuli molekulare Veränderungen 
einleiten, die zur Apoptose führen;  
2. Effektorphase: apoptotische Prozesse verlaufen mit höchster Kapazität sowie 
Fragmentierung der DNA; 
3. Degradationsphase, in der Membranmarker und morphologische Veränderungen 
nachweisbar sind.  
Die Initiation der Apoptose ist mit der Freisetzung der Cytochrom- C- Oxidase aus dem 
Mitochondrium in das Zytoplasma und mit der Steuerung von proteolytischen Kaspasen 
assoziiert. 
Das Auftreten der Apoptose ist in einer Vielzahl von pathophysiologischen 
Herzerkrankungen, wie der maladaptiven Hypertrophie und Herzinsuffizienz in Patienten 
sowie in experimentellen Tiermodellen beschrieben worden [147,148,149,150,151,152]. 
Weiterhin konnte in Patienten mit Herzinsuffizienz festgestellt werden, dass der 
beobachtete Zelltod der Kardiomyozyten zwischen den Geschlechtern verschieden ist. 
Die Apoptoserate der Kardiomyozyten ist in Frauen signifikant niedriger als in Männern 
[153]. Es scheint, dass Frauen mit Herzinsuffizienz besser gegen die Induktion 
apoptotischer Signalwege geschützt sind [24]. 
Die funktionale Relevanz der Apoptose bei Herzerkrankungen ist weitgehend unklar und 
wird kontrovers diskutiert. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Zunahme der Apoptose 
bei Herzinsuffizienz wesentlich zur Verminderung der kardialen Funktion beiträgt. Es gibt 
nahezu keine Daten zu der Frage, ob und wie der programmierte Zelltod 





1.7  Globale Genexpressionsanalyse: Mikroarray- Technologie 
In der Pathogenese komplexer Krankheitsbilder wie der kardialen Hypertrophie laufen 
parallel eine Vielzahl von Prozessen ab, die auf die resultierende kardiale Funktion einen 
Einfluss haben. Es ist daher essentiell, die Gesamtheit der biologischen Prozesse 
adäquat zu erfassen, um ein Verständnis des Krankheitsbildes erzielen zu können. 
Zudem führen, trotz ihrer Unerlässlichkeit, funktionelle Untersuchungen isolierter 
Signalwege oder gar einzelner Gene oft zu einer Überinterpretation ihrer Relevanz in 
Hinblick auf den resultierenden Phänotyp [154].  
Die Mikroarray- Technologie gestattet seit einigen Jahren eine genomweite Untersuchung 
der Genexpression auf Transkriptebene (globale Genexpression). Durch eine Vielzahl 
unterschiedlicher statistischer Verfahren können die erhaltenen Expressionswerte der 
Gene analysiert werden. Dies können im einfachsten Fall Gene sein, die zwischen zwei 
Zuständen dereguliert sind oder aber komplexe Expressionsmuster bei einer größeren 
Anzahl von Zuständen aufweisen. Für die Interpretation der Daten stehen mehrere 
explorative Werkzeuge zur Verfügung. Hierzu zählt die "Database for Annotation, 
Visualization, and Integrated Discovery" (DAVID; bzw. als lokale Anwendung "Expression 
Analysis Systematic Explorer" (EASE)) [155,156]. Dieser Ansatz gestattet es unter 
anderem, einen Satz von Genen nach "gene ontology" (GO) [157] zu kategorisieren oder 
KEGG- Signalwegen zuzuordnen und anschließend in Hinblick auf das gesamte Genom 
eine mögliche Überrepräsentation zu bestimmen. Es kann zwischen den GO- Kategorien 
"Biologischer Prozess", "Molekulare Funktion" und "Zelluläres Kompartiment" gewählt 
werden. Innerhalb einer der Kategorien kann aus einer sich baumartig strukturierenden 
Annotation aus fünf Ebenen die Auflösung festgelegt werden. Die Mikroarray- Analyse 
gestattet somit einen relativ umfassenden Einblick in die ablaufenden Prozesse und 
potentiell neue, unerwartete Beobachtungen. Dadurch können solche Daten auch für das 
Generieren neuer Hypothesen hilfreich sein, die dann in einzelnen funktionellen Studien 






1.8 Ziele und Fragestellung 
Ziel der vorliegenden Studie war es, Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung von 
Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz und die damit verbundenen myokardialen 
Veränderungen sowie den Einfluss von Östrogenrezeptor β auf die kardiale Funktion und 
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen im Mausmodell zu untersuchen.  
Zu diesem Zweck wurde in Mäusen mit ERβ- Deletion (ERβ-/-) und Wildtyp- Mäusen eine 
Myokardhypertrophie durch eine transversale Aortenkonstriktion (TAC) induziert. Um die 
Progression einer kardialen Hypertrophie und die damit verbundenen Veränderungen 
dokumentieren zu können, wurden zwei Zeitpunkte gewählt. Diese Zeitpunkte sollten die 
frühe (adaptive) sowie die späte (maladaptive) kardiale Antwort auf drucklast- induzierte 
Hypertrophie abbilden. Die kardialen Funktionen bei Myokardhypertrophie wurden mittels 
Echokardiographie und hämodynamischen Messungen charakterisiert. Mikroarray- 
Analysen sollten einen Überblick über die globale Genexpression und die 
Geschlechterunterschiede geben und damit zur Generierung von Hypothesen zu den 
biologischen Prozessen in der Hypertrophieentwicklung und dem Übergang in die 
Herzinsuffizienz beitragen. Mit molekularbiologischen Untersuchungen sollten die 
gewonnenen Hypothesen geprüft werden. 
Folgende Fragestellungen standen im Mittelpunkt: 
1. Gibt es Geschlechterunterschiede in der Morphologie und der Funktion bei druck-
lastinduzierter Myokardhypertrophie? 
a. Finden sich Geschlechterunterschiede im zeitlichen Verlauf bei drucklast- 
induzierter Myokardhypertrophie und der Progression zur Herzinsuffizienz? 
b. Beeinflusst Östrogenrezeptor β die Entwicklung einer kardialen 
Hypertrophie und den Übergang in die Herzinsuffizienz und trägt dieser zu 
den Geschlechterunterschieden bei? 
 
2. Gibt es molekulare Mechanismen, die zu Geschlechterunterschieden bei 
Myokardhypertrophie und dem Übergang in die Herzinsuffizienz führen? 
a. Finden sich im globalen Genexpressionsprofil Geschlechterunterschiede 
nach Druckbelastung? Werden verschiedene grundlegende molekulare 
Prozesse geschlechtsabhängig reguliert? 
b. Tragen Veränderungen im kardialen Stoffwechsel, in Umbauprozessen der 
extrazellulären Matrix und Apoptose zur geschlechtsspezifischen Adaption 
in der Myokardhypertrophie bei? 
c. Moduliert ERβ die molekulare Antwort auf Druckbelastung und trägt dieser 







Stamm der Mäuse:   C57/BL6  
Genotypen der Mäuse:  Wildtyp (WT) 
Östrogen Rezeptor β Knock-Out (ERβ-/-) 
Die Zucht wurde mit Mäusen des Stammes C57/BL6 Wildtyp und C57/BL6 mit einer 
genomischen Deletion des ERβ der AG Gustafsson [158] in der Tierhaltung des CCR 
durchgeführt.  
2.2 Chemikalien und Fertigreagenzien 
Substanz Firma 
Aceton J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) 
Agarose (Elektrophorese Biozym (Hess. Oldendorf, Deutschland) 
APS  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
BCA Pierce (Rockford, IL, USA) 
β-Mercaptoethanol  Fluka (Darmstadt, Deutschland) 
Bromphenolblau Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Chloroform/ Trichlormethan Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
DAPI Linaris (Wertheim, Deutschland) 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Direkt Rot 80 Fluka/ Sigma Aldrich (MO, USA) 
DTT Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
EDTA  Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Eosin Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Essigsäure Merck Darmstadt, Germany) 
Ethidiumbromid (95%) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Ethanol  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Formaldehyd (4%; pH 6,9) Merck (Darmstadt, Germany) 
Glycerin Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Hämatoxylin Weigerts Lösung A Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Hämatoxylin Weigerts Lösung B Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
HCL (37%), rauchend Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 





KCL Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Milchpulver  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
MgCl2 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
NaCl Merck (Darmstadt, Germany) 
NaOH Merck (Darmstadt, Germany) 
Paraffin (Typ 6, 9) Mikrom (Berlin, Deutschland) 
Pikrinsäure Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
PonceauS-Solution Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Roti-Load-1 (4x) Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
RNAzol B/RNABee Tell Test Inc. (Friendswood, TX, USA) 
SDS  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Sybr Green  Applied Biosystems (CA, USA) 
TEMED  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Tris Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Trizol Reagenz  Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
Tween 20  Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
Methanol  Merck (Darmstadt, Germany) 
NaCl  Merck (Darmstadt, Germany) 
NaOH  Merck (Darmstadt, Germany) 
KOH  Merck (Darmstadt, Germany) 





2.3 Puffer und Lösungen 
Bezeichnungen Zusammensetzung 
Blocking Reagenz 5% Magermilchpulver in 1xTBS-T Puffer 
25mM Tris 
250mM Glycin Elektrophoresepuffer 
3,5mM SDS 
DNA-Gel-Ladepuffer 30% Glycerin, 10mM EDTA (pH 8), 0,25%  BPB 
SDS-Gel-Ladepuffer 0,125 Tris-HCl (pH 6,8), 20% Glycerin, 4% SDS, 1,4 
M β-Mercaptoethanol, 0,1v% BPB 
1 PBS-Tablette, pH 7,4 (Calbiochem)  
in 1L Wasser 
140mM NaCl 
PBS-T Puffer (10mM) 
3mM KCl 





0,5% Nonident P-40 
Proteinlysis Puffer 
100ng/µl Protein Inhibitor Cocktail 
25mM Glycin 
3,5mM SDS Stripping Puffer 
pH 2 mit Schwefelsäure 37% einstellen 
890mM Tris 
890mM Borsäure TBE Laufpuffer (10x): 
20mM EDTA 
137mM NaCl 
20mM Tris TBS-T Puffer 
0,1% Tween 20 (v/v) 
193,7mM Glycin 
25mM Tris Transferpuffer (nach Towbin[159])  
20% Methanol 
Sammelgelpuffer 1M Tris, pH 6,8 
Trenngelpuffer  1,5M Tris, pH 8,8 
Waschpuffer I (Affymetrix) 0.9M NaCl, 0,06M NaH2PO4, 6mM EDTA, 0,01% 
Tween-20





DNA-Agarosegel 1% bis 1,5% Agarose (w/v) in 1x TBE-Puffer 
SDS-Acrylamidgele 
(Trenngel 8%, 10%) Tris (pH 8,8);10% SDS;10% APS; 10%Temed 
(Sammelgel 4%) Tris (pH 6,8); 10%SDS; 10% APS; 10% Temed; 2%Pyronin 
Färbelösungen 
0,25g Coomassie Brilliantblau 
10% Essigsäure 
40% Methanol 
Coomassie Brilliantblau Färbelösung 
in Wasser 
10% Essigsäure 
40% Methanol Coomassie Brilliantblau Entfärberlösung 
in Wasser 
Hämatoxylin Weigerts Lösung A 
0,1% Eosin  HE-Färbelösung 
1 Tropfen Essigsäure  







2.4 Oligonukleotide (Primer) 
Alle hier verwendeten Primer wurden von den Firmen BioTeZ, Berlin Buch und Thermo 
Scientific, Karlsruhe, Deutschland, synthetisiert. 
Identifizierung Primer 5´-> 3´ Amplifikat Länge in bp 
ERbKO NEO GCA GCC TCT GTT CCA CAT ACA CTT C  
ERbKO EXON 3 AGA ATG TTG CAC TGC CCC TGC TGC T  
ERbKO INT 2 GGA GTA GAA ACA AGC AAT CCA GAC ATC  
ACOX Forward TTC TCA CAG CAG TGG GAT TC 
ACOX Reverse CCC GAC TGA ACC TGG TCA TA 
132 
ANP Forward CCT GTG TAC AGT GCG GTG TC 
ANP Reverse CCT CAT CTT CTA CCG GCA TC 
108 
ATP5K Forward CTA AAA CCC CGG GCA GAG 
ATP5K Reverse GAG AAT GCT GTC ATC TTG AGC TT 
114 
BNP Forward GCA CAA GAT AGA CCG GAT CG 
BNP Reverse CAG GCA GAG TCA GAA ACT GGA 
144 
CD36 Forward CCT CTG ACA TTT GCA GGT CCA T 
CD36 Reverse AAA CAG TGG TTG TCT GGG TTC TG 
133 
COX7A2 Forward TAT TTG CCA CAC CAA CCA AA  
COX7A2 Reverse TCA GGT GGA AAC CAT CAG C 
86 
COX10 Forward TCA GGA ATG TCA GTA ATC AGT GG 
COX10 Reverse CCT GTG CAG CTG TGT GAC AT 
69 
ERRα Forward GGA GGA CGG CAG AAG TAC CAA A 
ERRα Reverse GCG ACA CCA GAG CGT TCA C 
129 
ERRγ Forward GCC AGC CCA AAA GCC ATA  
ERRγ Reverse CAG GCA TGG CAT AGA TCT TCT 
71 
GLUT1 Forward TTG TTG TAG AGC GAG CTG GA 
GLUT1 Reverse TTC AAA GAA GGC CAC AAA GC 
164 
GLUT4 Forward GCT TGG CTC CCT TCA GTT TG 
GLUT4 Reverse GTG CCT TGT GGG ATG GAA TC 
136 
HPRT Forward GCT TTC CCT GGT TAA GCA GTA CA 
HPRT Reverse ACA CTT CGA GAG GTC CTT TTC AC 
78 
MCAD Forward CAG ATT TTC GGA GGC TAT GGA TT 
MCAD Reverse ACG AGC TAT GAT CAG CCT CTG AA 
219 
MMP2 Forward TAC GAT GAT GAC CGG AAG TG 






MMP9 Forward GGA TGG TTA CCG CTG GTG 
MMP9 Reverse CTA CGG TCG CGT CCA CTC 
89 
MyH6 Forward GCC AAG ACT GTC CGG AAT GA 
MyH6 Reverse TGG AAG ATC ACC CGG GAC TT 
131 
MyH7 Forward CAA AGG CAA GGC AAA GAA AG 
MyH7 Reverse TCA CCC CTG GAG ACT TTG TC 
149 
NDUFA5 Forward AGG GTG GTG AAG TGG AAG AG 
NDUFA5 Reverse TGG CCA CTT CCA CTG GTT A 
126 
NDUFS4 Forward GAT GGG AAA ATC CTT TGA TGG  
NDUFS4 Reverse GAA GGT CAG AAC CAT GTT GGA 
86 
LPL Forward GCC AAG AGA AGC AGC AAG AT 
LPL Reverse CCA TCC TCA GTC CCA GAA AA 
101 
PDK-4 Forward CAG CTG GTG AAG AGC TGG TA 
PDK-4 Reverse CTT CTG GGC CTC TCT TCT CAT 
94 
PGC-1α Forward GAA AGG GCC AAA CAG AGA GA 
PGC-1α Reverse GTA AAT CAC ACG GCG CTC TT 
63 
PTEN Forward GGC ACA AGA GGC CCT AGA TT 
PTEN Reverse GCC PCT GAC TGG GAA TTG TG 
77 
TIMP1 Forward GCA AAG AGC TTT CTC AAA GAC C 
TIMP1 Reverse AGG GAT AGA TAA ACA GGG AAA CAC T 
73 
TIMP2 Forward CGT TTT GCA ATG CAG ACG TA 
TIMP2 Reverse CTT CTT TCC CAC CAC TTT GG 
138 
Essr-Sonde   
2.5 Antikörper 
Identifizierung Konzentrationsangabe; Verdünnungsfaktor Verdünnung in Hersteller 
Primäre Antikörper 
GAPDH 1000µg/ml;1:50.000 TBS-T Chemicon 
PGC-1α 200µg/ml;1:400 TBS-T Santa Cruz 
PPARα 200µg/ml;1:200 TBS-T Santa Cruz 
PPARβ/δ 200µg/ml;1:400 TBS-T Santa Cruz 
PPARγ 200µg/ml;1:200 TBS-T Santa Cruz 
Sekundäre Antikörper 
Donkey anti mouse 400µg/ml/1:15 000 TBS-T Dianova 
Donkey anti rabbit 400µg/ml /1:10 000 TBS-T Dianova 





FITC 1:100 TBS-T Dianova  
DAPI 1:20.000 TBS-T Dianova  
2.6 OP-Zubehör 
Substanz / Material / Gerät Firma 
Anästhesie 
Isofluran Boehringer Ingelheim (Deutschland) 
Ketamin/Xylasin Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Trapanal Altana Pharma (Konstanz, Deutschland) 
Analgesie 
Binocular Leica (Wetzlar, Deutschland) 
Injektionsspritzen (1ml) Braun (Melsungen, Deutschland) 
Kanülen (0,45x12mm) Braun (Melsungen, Deutschland) 
NaCl (0,9%) Heiland (Hamburg, Deutschland) 
Rimadyl Pfizer (Karlsruhe, Deutschland) 
Nahtmaterial 
Mersilene (2.0) Ethicon (Norderstedt, Deutschland)  
Seidenfaden (6.0) Fine Sciene Tools (Heidelberg, Deutschland) 
Perma Hand Seide (6.0) Ethicon (Norderstedt, Deutschland) 
Operationsbesteck 
Pinzetten, Augenscheren, Haken, Nadelhalter Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland) 
Rotlicht Petra (Burgau, Deutschland) 
TIP-Katheter Millar Instruments Inc.(Houston, TX, USA) 
Venenverweilkatheter (22G) Braun (Melsungen, Deutschland) 
Ventilationsmaschine (Mouse Mini Vent) Hugo Sachs Elektronik (Deutschland) 
2.7 Sonstiges 
Enzyme 
DNAse I Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
Proteinase K Invitek (Berlin, Deutschland) 
Proteinaseinhibitorcocktail (PIC) Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
RNase A Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
RNase Out Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
Superscript II (Reverse Transkriptase) Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 






DNA-Ladder Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
Prestained Protein Ladder  Fermentas (St. Leon Rot, Deutscchland) 
Kommerzielle Kit-Systeme 
BCA protein assy Kit Pierce (Rockford, IL, USA) 
ECL Detektionskit Amersham Biosciences, (NJ, USA) 
Invisorb Spin Tissue Mini Kit  Invitek (Berlin, Deutschland) 
FragELTMDNA Fragmentation Detection Kit  Calbiochem; Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Sonstige Verbrauchsmaterialien 
Autoradiographiefilme Kodak (Stuttgart, Deutschland) 
Combitips VWR (Darmstadt, Deutschland) 
Eppendorfreaktionsgefäße (1,5ml; 2,0ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eindeckmedium (Vectamount) Vector/Linaris (Wertheim, Deutschland) 
Falconröhrchen BD Biosciences (Erembodegem, Belgium) 
Kunststoffpipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Kunststoffpipettenspitzen mit Filter Biozym (Hess. Oldendorf, Deutschland) MM-Papier 
Whatman (Northbrook IL USA)
Nitrozellulose, Hybond-ECL Amersham Biosciences (NJ, USA) 
Objektträger (Superfrost) Menzel-Gläser (Braunschweig,Deutschland)  
PCR-Reaktionsgefäße (0,2ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Petrischalen Techno Plastic Products (Schweiz) 
Quarzküvetten Hellma (Mülheim, Deutschland) 
2.8 Geräte 
Gerät Firma 
Abzug Köttermann (Uetze, Deutschland) 
Chemilumineszenz-Scanner Curix 60 Agfa (Köln, Deutschland) 
Einbettautomat „Shandon Citadel 1000“ Thermo Electron Corparation 
Geldokumentationsanlage INTAS (Göttingen, Deutschland) 
Homogenisator Fast Prep FP 120 Thermo Savant Thermo Inc. (USA) 
Master Cycler Gradient Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Mikroskop Zeiss AxioVert, Leica Floureszenz 
Pipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
pH-Meter Mettler, (Giessen, Deutschland) 
Power Supply Amersham Pharmacia Biotech (NJ, USA) 
Präzisionswaage Sartorius (Göttingen, Deutschland) 





Schüttler „Rocky“ Biometra (Göttingen, Deutschland) 
Taqman ABI 7300 Applied Biosystems (CA, USA) 
Thermomixer comfort/ compact Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Tischzentrifugen Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Vortexer Janke & Kunkel (Staufen, Deutschland) 
Wärmeschrank GFL 3033 (Burgwedel, Deutschland) 
Zentrifugen Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
2.9 Software 
Softwarebezeichnung Firma 
ABI 7300 Software Applied Biosystems (CA, USA) 
Alpha Ease FC Adobe Systems Incorporated (CA, USA) 
AxioVision Rel. 4.6 Carl Zeiss (Jena, Deutschland) 
BCA- Microplate Manager BioRad (Hercules, CA, USA) 
Chart 5 AD Instruments AD Instruments (USA) 
EndNote 9.0 Thomson ISI Research 
Image J-Bildanalyse Software Image J  
INTAS Software Gel imager INTAS (Göttingen, Deutschland) 
Microsoft Office 2003 Microsoft (USA) 
Photoshop 7.0 Adobe Systems Incorporated (CA, USA) 
PowerLab AD Instruments (USA) 
Sigma Plot 8.0 Systat Software Inc. (Richmont, CA, USA) 
SPSS 15.0 for Windows SPSS Inc. (Chicago, Il, USA) 








3.1 Tierexperimentelle Methoden 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Tierversuche erfolgten gemäß § 8 Abs. 1 
des Tierschutzgesetzes nach Erteilung der Genehmigung zur Vornahme von Versuchen 
an lebenden Wirbeltieren für das Versuchsvorhaben G0084/05, die am 25.02.2005 vom 
Landesamt vom Gesundheit und Soziales Berlin (LAGetSi) genehmigt wurde.  
3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung 
Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter (ad libitum). Die Haltung der 
Tiere erfolgte in Gruppen unter spezifiziert pathogenfreiem Status (SPF) in IVC- 
Standardkäfigen in klimatisierten Räumen. Die Belichtung erfolgte in einem 12-Stunden-
Tages-/ Nacht- Rhythmus. Der Gesundheitszustand wurde täglich durch das 
Pflegepersonal sowie durch monatliche veterinärmedizinische Kontrollen überwacht. Die 
Tierhaltung und die Tierexperimente wurden durch das Komitee für den Tierschutz an der 
Charité Universitätsmedizin Berlin geprüft und gemäß den Vorgaben durchgeführt. 
3.1.2 Mausstämme 
Für alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden Wildtyp (WT)- und Östrogenrezeptor 
β- Knock-out (ERβ-/-) [158]- Mäuse des Stammes C57BL/6J weiblichen und männlichen 
Geschlechts verwendet. Diese Mäuse wurden uns freundlicherweise von der AG 
Gustafsson des Karolinska Institutes, Schweden, zur Verfügung gestellt.  
Zur Auswahl der geeigneten Zuchttiere wurden die Mäuse im Alter von drei Wochen 
genotypisiert 
3.1.3 Genotypisierung 
Für die Genotypisierung wurde noch nicht abgesetzten juvenilen Mäusen im Alter von ca. 
drei Wochen ein kleines Stück der Schwanzspitze (≤ 5mm) entfernt. Die im Rahmen der 
Genotypisierung erforderliche dauerhafte Markierung der Mäuse, wurde mit einer 
Ohrlochmarkierung vorgenommen. Aus der Schwanzspitze wurde die genomische DNA 
(gDNA) isoliert. Für die Isolierung der gDNA wurde das Isolationskit „Invisorb Spin Tissue 
Mini Kit“ von Invitek verwendet und das Protokoll des Herstellers befolgt. Nach 
erfolgreicher Isolierung wurde die gDNA mittels PCR amplifiziert. Dafür wurden spezielle 
Primer verwendet: NEO, EXON3 und Intron2[158]. Die Sequenzen sind Kapitel 2.4 zu 
entnehmen. Die Auswertung des Amplifikats erfolgte durch Gelelektrophorese mit einem 






3.1.4 Ermittlung der Genotypen 
Nach erfolgreicher Genotypisierung aller Zuchttiere und der nachfolgenden Auswertung 
des PCR-Amplifikats durch Gelelektrophorese wurde das Ergebnis fotografisch 
festgehalten (Abbildung 3.1 A/B). Anhand der Amplifikatlänge und der Bandenanzahl 




Abbildung 3.1: Darstellung der Genotypisierung. M = Marker; Bande 1 ERβ-/-; Bande 2 Heterozygot; 
Bande 3 Wildtyp; B) zeigt die inverse Darstellung. 
 
Eine Amplifikatlänge von 500bp (Intron2 und Neo Primer) wurde dem Genotyp der 
homozygoten ERβ-/- zugeordnet (Bande 1). Die Amplifikatlänge von 665bp (Intron2 und 
Exon3 Primer) entsprachen dem Genotyp der homozygoten Wildtyp Mäuse (Bande 3). 
Das Auftreten zweier Amplifikate konnte heterozygoten Mäusen zugeordnet werden 
(Bande 2).  
Nach Feststellung des Genotyps gingen die Tiere wie unter 3.1.5 beschrieben in den 
Tierversuch ein. Nach erfolgreicher Intervention wurden im Weiteren die Organdaten 
festgehalten, um morphologische Veränderungen während der Hypertrophieentwicklung 
dokumentieren zu können. 
3.1.5 Studiendesign 
Die Tiere wurden nach Geschlecht und Genotyp unterschieden und vor Versuchsbeginn 
randomisiert und in folgende Gruppen aufgeteilt (Tab. 3.1.). Die Gruppeneinteilung sowie 
die Tierzahlen sind Tabelle 3.2 zu entnehmen. Als Versuchsbeginn wurde ein Alter von 
neun bis zehn Wochen und ein Körpergewicht zwischen 18 und 25g festgelegt. Um die 
Entwicklung einer artifiziell induzierten, pathologischen kardialen Hypertrophie, den 
Krankheitsverlauf sowie die damit verbundenen kardialen Veränderungen charakterisieren 
und dokumentieren zu können, wurden zwei Beobachtungszeiträume gewählt: zwei und 









neun Wochen nach der jeweiligen Intervention. Es sind somit jeweils acht Gruppen pro 
Zeitpunkt untersucht worden.  
 
Tabelle 3.1: Gruppenbezeichnung 
Gruppenbezeichnung Genotyp Interventionen 
Gruppe 1/2 WT scheinoperiert (Sham) 
Gruppe 3/4 WT Aortenkonstriktion (TAC) 
Gruppe 5/6 ERβ-/- scheinoperiert (Sham) 
Gruppe 7/8 ERβ-/- Aortenkonstriktion (TAC) 
 
Die Gruppengröße unterschied sich, da in der Versuchsplanung eine höhere 
postoperative Mortalität in den TAC-Gruppen erwartet wurde. Diese ist allerdings in der 
Versuchsdurchführung nicht eingetreten. Die Mortalitätsrate betrug 10-15%. 
 
Tabelle 3.2: Anzahl der Tiere und Design der Gruppen 
 
 Männliche Tiere Weibliche Tiere 
 2 Wochen (n) 9 Wochen (n) 2 Wochen (n) 9 Wochen (n)
WT Sham  12 12 12 12 
WT TAC 18 18 18 18 
ERβ-/-Sham 12 12 12 12 
ERβ-/-TAC 18 18 18 18 
 
Zum Zeitpunkt d0 erfolgte die Induktion der kardialen Hypertrophie durch einen operativen 
Eingriff, der transversalen Aortenkonstriktion (TAC). Nach 13 Tagen erfolgte für die „Zwei-
Wochen-Tiere“ eine echokardiografische Untersuchung. Nach exakt zwei Wochen wurden 
die Tiere getötet. Die „Neun-Wochen-Tiere“ wurden nach Induktion der Hypertrophie bis 
zum Tötungszeitpunkt nach zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen echokardiografisch 







Abbildung 3.2: Zeitliche Abfolge der Interventionen. A) zeigt den zeitlichen Versuchsablauf für den 
Beobachtungszeitraum von zwei Wochen. B) zeigt den zeitlichen Versuchsablauf für den 
Beobachtungszeitraum von neun Wochen. Echo- Echokardiographische Messung; TAC- Transversale 
Aortenkonstriktion; Exitus- Tötung; OE- Organentnahme; d-Tag post-operativ) 
 
3.1.6 Induktion der Hypertrophie durch Transversale Aortenkonstriktion (TAC) 
Die transversale Aortenkonstriktion (TAC) ist eine Operationsmethode zur Induktion einer 
kardialen Hypertrophie im Tiermodell. Es wird eine Ligatur um den Aortenbogen zwischen 
dem Truncus brachiocephalicus und der Aorta carotis communis sinistra gelegt 
(Abbildung 3.3, Abbildung 3.4). Diese artifiziell erzeugte Aortenkonstriktion ist ein 
anerkanntes publiziertes Modell der Aortenstenose [160,161] 
 
Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der transversalen Aortenkonstriktion (TAC). Der 






Für diese Operation wurden die Mäuse mit 1mg/ml pro kg Körpergewicht Ketamin/ 
Xylasine anästhesiert. Anschließend wurden die Tiere endotracheal mit einem 
Plastiktubus (22G Venenverweilkatheter) intubiert und mit einem Atemzugvolumen von 
200µl Raumluft und einer Respirationsrate von 200 Atemzügen pro Minute beatmet.  
Nach erfolgter Sternotomie wurde der Aortenbogen exponiert (Abbildung 3.4 A). Die 
transversale Aorta wurde zwischen den Carotiden isoliert und mit einer 6.0 Seidennaht 
ligiert, die gegen eine 26-Gauge Nadel gezogen wurde (Abbildung 3.4 B und C). 
 
 
Abbildung 3.4: Fotografische Dokumentation einer TAC-Operation. Die Bilder A-D dokumentieren die 
OP-Technik. Abb. 3.3A zeigt die Exponierung des Aortenbogens mittels eines speziell angefertigten Hakens. 
Abb. 3.3B mit diesem eingekerbten Haken ist es möglich, den Seidenfaden um die Aorta zu legen. Abb. 3.3C 
Der Seidenfaden wird um die Aorta und die Gauge- Nadel geführt und fest zugezogen. Abb.3.3D zeigt die 
Ligatur um den Aortenbogen (grauer Pfeil). 
 
Die Gauge- Nadel wurde nach der Ligation sofort entfernt und ermöglichte somit eine 
konstante Konstriktion von 0,4mm Aortendurchmesser (Abbildung 3.4 D). Der Thorax 
wurde mit einer 6.0 Seidennaht verschlossen. Das Bauchfell wurde anschließend mit 
einem 6.0 Polyestherfaden zugenäht. Die Operationsdauer betrug ca. 20min. Nach 
Operationsende wurden die Tiere mit Rimadyl (5mg/kg KG) analgetisch für 72h versorgt. 
Bis zum Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere beobachtet und zur Erhaltung der 







3.1.7 Schein OP (Sham) 
Die scheinoperierten Tiere (Sham) durchlaufen dieselben präoperativen Maßnahmen, 
Narkotisierung und Sternotomie, wie die Tiere mit TAC. Die Operationsprozedur erfolgt 
jedoch ohne Konstriktion der Aorta. Der operative Verschluss und die anschließende 
Analgesie und Nachsorge erfolgten wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben.  
Nach der Intervention wurden die Tiere wie in 3.1.7 beschrieben echokardiographisch 
charakterisiert. Nach zwei und neun Wochen wurden diese mit anschließender 
Organentnahme getötet. Die entnommenen Organe wurden sofort in flüssigem Stickstoff 
schock- gefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei –80°C gelagert. Des Weiteren 
wurden zusätzlich operierte Tiere neun Wochen nach dem operativen Eingriff 
hämodynamisch (Kapitel 3.1.8) charakterisiert. 
3.1.8 Echokardiographie 
Das Ausmaß der Hypertrophie wird morphologisch (Herzgewicht, Körpergewicht, 
Tibialängen), echokardiographisch (Wanddicken) und hämodynamisch (linksventrikuläre 
Drücke) bestimmt. Aus den echokardiographischen und hämodynamischen Messungen 
soll ein Bezug zur Funktion hergestellt werden (z.B. FS; EF; dp/dtmax und dp/dtmin). 
Die echokardiographischen Untersuchungen sind Gegenstand der medizinischen 
Doktorarbeit von Cand. Med. Adam Penkalla, die in Zusammenhang mit der vorliegenden 
Doktorarbeit entstanden sind. 
Durch das echokardiografische Monitoring war es möglich, die Hypertrophieentwicklung 
zu genau dokumentieren. Für die zweidimensionale Echokardiographie wurden die Tiere 
mit 1,5% Isofluran anästhesiert. Die Herzschlagfrequenz der zu untersuchenden Tiere 
betrug >400 Schläge pro Minute. Die zweidimensionale Echokardiographie wurde mit 
einem Echogerät (VisualSonics Vevo 770), das mit einem Transducer (25-35 MHz) 
speziell für Kleintiere ausgerüstet ist, durchgeführt. Die Darstellung des Herzens erfolgte 
im zweidimensionalen Modus in der parasternalen Kurzachsenansicht. Aus dieser 
Einstellung wurde ein M-Mode-Strahl senkrecht auf das Septum und die Hinterwand 
gerichtet (Abbildung 3.5, Abbildung 3.7, Abbildung 3.8). Die Messungen wurden auf Höhe 
des Papillarmuskels durchgeführt. Es wurde ein M-Mode-Echokardiogramm erstellt und 







Abbildung 3.5: M-Mode Darstellung. Linkes Bild nach VisualSonics Vevo 770 Operator Manual. Rechtes 
Bild M-Mode Aufnahme während einer echokardiografischen Untersuchung. 
 
Folgende Parameter wurden bestimmt und mit angegebener Formel kalkuliert.  
- diastolische und systolische Wanddicke (PW);  
- linksventrikulärer enddiastolischer Diameter (LVIDd)  
- endsystolischer Diameter (LVIDs). 
- Septumdicken (IVS) 
- LV- Masse (LVM) 
- Ejektionsfraktion (EF) 
- Dilatationskoeffizient (Th/r) 
Diese Parameter wurden für die Systole sowie für die Diastole bestimmt (Abbildung 3.7, 
Abbildung 3.8). Aus diesen gemessenen Parametern wurden im Folgenden die 
linksventrikuläre Masse und die Ejektionsfraktion kalkuliert. 
Die linksventrikuläre Muskelmasse (LVM) wurde aus den im M- Mode gemessenen 
Parametern nach der Penn- cube Formel[162,163] wie folgt berechnet:  
LVM= 1,05 ((LVIDd+LVPWd+IVSd)3- LVIDd3). 
Die Ejektionsfraktion (EF) gibt Auskunft über die systolische Funktion des Herzens. Die 
EF ist die prozentuale Auswurfsfraktion vom maximalen, also dem enddiastolischen 
Volumen des linken Ventrikels und wurde nach folgender Formel kalkuliert:  
EF= ((LVVold – LVVols)/ (LVVold)* 100).  
Der Dilatationsindex (Th/r) gibt Information über die Hypertrophieform. Ein Th/R Quotient 





Hypertrophie gefunden. Sinken diese Werte, so liegt eine exzentrische Hypertrophie vor. 
Dieser wurde nach folgender Formel berechnet: 
Th/r= (2*PWd/LVIDd)[18,164] 
Um die Entwicklung der kardialen Hypertrophie genau kontrollieren und determinieren zu 
können, wurden die Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten echokardiographisch untersucht. 
Diese betrugen postoperativ zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen. In Abbildung 3.7 
und Abbildung 3.8 wurden exemplarisch für jede der untersuchten Gruppen die 



















3.1.9 Hämodynamische Messungen 
Die Herzkatheterisierung ist eine Methode zur Untersuchung des Herz- Kreislauf- 
Systems. Die Messung erforderte einen invasiven Eingriff zur linksventrikulären 
Blutdruckbestimmung. Diese hämodynamische Charakterisierung ermöglichte die 
Beschreibung der systolischen und diastolischen Funktion des Herzens. Eine gewisse 
Anzahl an Parametern stand durch diese Analyse zur Verfügung und ließ so 
Rückschlüsse auf die kardiale Funktion zu. 
Für die kardiodynamische Charakterisierung wurden zusätzlich 80 Tiere operiert. Die 
Gruppeneinteilung ist dem Versuchsdesign in Tabelle 3. zu entnehmen. Hierfür wurde nur 
der Beobachtungszeitraum neun Wochen postoperativ ausgewählt. Die Versuchstiere 
durchliefen die gleiche Operationsprozedur (siehe Kapitel 3.1.6 sowie 3.1.7) und wurden 
nach neun Wochen hämodynamisch charakterisiert (Abbildung 3.9). 
  
 
Abbildung 3.9: Zeitliche Abfolge der Hämodynamischen Messung. TAC-Transversale Aortenkonstriktion; 
Exitus-Tötung; OE-Organentnahme; d-Tage. 
 
Zur Induktion der Narkose wurde Thiopental (Trapanal) verwendet. Hierbei wurden 125 
μg/kg KG intraperitoneal gespritzt. Zur Überprüfung der Narkosetiefe wurde ein 
Schmerzreiz (Zwischenzehenreflex) gesetzt und die Dosis bei Bedarf um 10% erhöht. Zur 
Intubation wurde die Maus in Rückenlage (dorsal) fixiert und der Hals überstreckt. Danach 
wurde unter visueller Kontrolle ein Plastiktubus (22G Venenverweilkatheter) in die 
Trachea geschoben und das Tier kontrolliert ventiliert (Mouse Minivent, Hugo Sachs, 
Deutschland). Die Ventilation mit Raumluft wurde mit einem Hubvolumen von 8 μl/g KG 
und 200- 300 Zügen pro Minute durchgeführt. Der Erfolg der Intubation wurde durch 
visuelle Kontrolle der Thoraxbewegung kontrolliert. 
Es wurde ein Hautschnitt in Längsrichtung von kaudal nach kranial durchgeführt und 
sowohl die Halsmuskulatur als auch die Speicheldrüse durchtrennt, wobei ein Blutverlust 
konsequent vermieden wurde. Eventuelle Blutungen wurden koaguliert. Die rechte Arteria 
carotis communis wurde dargestellt und sowohl proximal als auch distal Blutsperren 





eingebracht, anschließend retrograd über die Aortenklappe in den linken Ventrikel 
eingeführt und durch ständige Kontrolle der Druckkurve optimal platziert. Der Katheter war 
an eine Transducer- Einheit angeschlossen, über die man die Eichung des Katheters 
vornehmen konnte. Das Messsignal wurde an eine Verstärkereinheit (Föhr Medical 
Instruments®) weitergeleitet, gelangte dann in einen Messwandler (PowerLab®) und 
zuletzt wurde die direkte Darstellung auf dem Monitor ermöglicht (Abbildung 3.10).  
 
 
Abbildung 3.10: Darstellung der Hämodynamik Messung auf dem Monitor. Die Zahlen 1-6 geben die 
gemessenen Parameter an und lassen über den Monitor eine ständige Kontrolle zu. 1 und 2 geben den 
systolischen Druck in mmHg an; 3 zeigt den diastolischen Druck in mmHg; 4 gibt die Herzfrequenz in bpm an; 
5 zeigt die Druckanstiegsgeschwindigkeit in mmHg/s, während 6 die Druckabfallsgeschwindigkeit in mmHg/s 
darstellt. 
 
Die Software des PowerLab- Systems® (Chart® 5.0), mit der die Dokumentation und 
Auswertung der Daten erfolgte, errechnete aus der oben genannten Druckschwankung in 
Abhängigkeit von der Zeit folgende Parameter:  
- Herzfrequenz (HF),  
- linksventrikulären systolischen Druck (LVP),  
- enddiastolischen Druck (LVEDP),  
- Druckanstiegs- und -abfallgeschwindigkeit (dP/dt max und dP/dt min)  
Diese Parameter dienen als Maß für die linksventrikuläre Kontraktilität bzw. Relaxation 





einigen Minuten parallel und in Echtzeit aufgezeichnet. Die hämodynamischen Daten 
wurden während einer kurzen Apnoe aufgenommen, um eine Beeinflussung durch die 
Beatmung auszuschließen. 
 
Abbildung 3.11: Darstellung einer Druckkurve mit den gemessenen Parametern. 
 
Maximaler linksventrikulärer Druck (LVP max. mmHg): Der maximale linksventrikuläre 
Druck ist der höchste gemessene Druck im linken Ventrikel und daher ein Parameter der 
systolischen Herzfunktion. Der maximale linksventrikuläre Druck wird in mmHg 
angegeben. 
Minimaler linksventrikulärer Druck (LVP min. mmHg): Der minimale linksventrikuläre 
Druck ist der niedrigste gemessene Druck im linken Ventrikel und daher ein Parameter 
der frühen diastolischen Herzfunktion. Der minimale linksventrikuläre Druck wird in mmHg 
angegeben. 
Linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt max mmHg/s): Die 
linksventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit ist ein Parameter der systolischen 
Funktion und insbesondere der Kontraktilität des linken Ventrikels. Diese wird aus der 





Geschwindigkeit der Veränderungen des Drucks im Ventrikel da und wird durch die 
Einheit mmHg/s beschrieben. 
Linksventrikuläre Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min mmHg/s): Die minimale 
Druckabfallsgeschwindigkeit ist ein Parameter der frühen diastolischen Relaxation. Er 
wird analog zur maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit aus der ersten Ableitung der 
Druckkurve errechnet und in mmHg/s angegeben. 
Linksventrikulärer enddiastolischer Druck (LVEDP mmHg): Der linksventrikuläre 
enddiastolische Druck ist einer der wichtigsten konventionellen Parameter der 
diastolischen Funktion. Er ist der Druck, der am Ende der Diastole kurz vor Beginn der 
systolischen Kontraktion im linken Ventrikel gemessen wird. 
Herzfrequenz (HF bpm): Die Herzfrequenz gibt die Herzschläge pro Minute an.  
Zu Beginn jeder Messung wurde das PowerLab®- System nach Vorgabe des Herstellers 
durch eine Zwei- Punkt- Eichung kalibriert. Dazu waren zwei Durchgänge nötig. Zunächst 
wurde das Messsignal überprüft, dass von der Transducer- Einheit an den Computer 
gesendet wird. Dazu stellte man an der Transducer- Einheit die Werte 0mmHg und 
100mmHg ein und verglich diese mit den im Programm Chart 5® angezeigten 
Messwerten. Dann wurde das Messsignal des TIP- Katheters kalibriert. Hierfür wurde die 
Spitze des Katheters in einen mit Wasser gefüllten Messzylinder überführt und kurz unter 
den Oberflächenspiegel gehalten, was einem Druck von 0mmHg entspricht. Anschließend 
wurde die Spitze in die Tiefe gehalten, die einem Druck von 21mmHg entspricht. Bei 
beiden Vorgängen wurde der entsprechende Druckwert auf dem Bildschirm abgelesen 
und gegebenenfalls an der Transducer- Einheit bzw. am PowerLab® korrigiert. 
3.1.10 Organentnahme 
Vor der Organentnahme wurde zunächst das aktuelle Körpergewicht der Maus bestimmt. 
Danach wurde die Maus mit Isofluran betäubt und anschließend mit einem Kehlschnitt 
getötet. 
Um das Herz-/Lungenpaket zu exzidieren, wurde die Maus auf den Rücken gelegt und 
kaudal an der Spitze des Sternums aufgeschnitten. Danach erfolgte ein horizontaler 
Schnitt unterhalb des Thorax bis hin zu den Flanken. Außen an den Flanken erfolgten 
links und rechts vertikale Schnitte nach cranial bis zu den Schlüsselbeinen. Das Herz-
/Lungenpaket wurde mit der Pinzette fixiert und von den zu- und abführenden Gefäßen 
getrennt. Anschließend konnten Herz und Lunge voneinander getrennt werden. Herz und 
Lungen wurden sorgsam und zügig von Fett- und Mediastinalgewebe befreit. Das Herz 





Das Herz wurde mit einer Pinzette aus dem PBS-Puffer genommen und es erfolgte die 
Präparation. Die Vorhöfe wurden sauber abgeschnitten und entsorgt. Anschließend wurde 
das Herz kurz mit Zellulosepapier trocken getupft und das Herzgewicht bestimmt. Die 
Herzspitze wurde abgeschnitten, danach erfolgte ein Querschnitt von 1-2 mm Dicke für 
immunhistologische Untersuchungen. Dieses Gewebestück wurde in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und in Tissue Tek (Kryoschnitte) eingebettet. Anschließend wurden linker 
und rechter Ventrikel und das Septum frei präpariert. Die Gewebestücke wurden in die 
bereit gestellten Reaktionsgefäße überführt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Die linken Ventrikel der Tiere, die 
hämodynamisch charakterisiert worden sind, wurden in 4%igem Formaldehyd fixiert. Es 
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass diese invasive Messung einen möglichen 
Einfluss auf die RNA-Expression haben könnte. Deshalb wurden diese Herzen nur für 
histologische Untersuchungen genutzt. 
Um eine eventuell vorliegende Ödembildung zu ermitteln, wurde das Lungengewicht 
feucht und im getrockneten Zustand (nach 24h Lufttrocknung) bestimmt. Für die 
Entfernung der Leber wurde die Bauchdecke weiter aufgeschnitten, um die inneren 
Organe freizulegen. Um die Leber entnehmen zu können, wurden zuführende und 
abführende Gefäße, wie Vena Cava, Vena Portae, Arteriae Hepaticae, durchtrennt. Die 
Nach dem Entfernen der Gallenblase wurde das Lebergewicht bestimmt. 
3.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1 Isolierung der RNA aus Myokardgewebe 
Für die Isolierung der RNA wurden nur die linken Ventrikel der Herzen verwendet. Die 
Gesamt-RNA von jeweils 10-30µg des linken Ventrikels wurde nach Anweisung des 
Herstellers mit „RNAzol B“ extrahiert.  
Dazu wurden die gefrorenen Gewebestücke mechanisch mit Lysis Matrix D 
Keramikkügelchen zerkleinert, gewogen und jeweils in 600µl RNAzol B aufgenommen. Es 
folgte eine 20s dauernde elektrische Homogenisierung (FastPrep 120, Thermosavant). 
Anschließend wurden die Proben mit 400µl RNAzol B auf ein Gesamtvolumen von 1ml 
aufgefüllt. Die Proben wurden für 5min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben 
für 30min bei 4°C stark geschüttelt. Den Proben wurde 0,2ml Chloroform pro 1ml 
Homogenat hinzugefügt. Sie wurden für 2min gevortext und anschließend für 5min auf Eis 
gestellt. Es folgte eine Zentrifugation für 10min bei 19.000g und bei 4°C. Der Überstand 
mit der darin gelösten RNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für die RNA- 
Fällung wurde das zum Überstand äquivalente Volumen an eiskaltem Isopropanol 





Die Proben wurden am nächsten Tag bei 4°C für 30min bei 19.000g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde vorsichtig dekantiert. Das RNA- Pellet wurde zweimal mit 80% Ethanol 
gewaschen und anschließend für 20min bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Das RNA- 
Pellet wurde je nach Größe in 25-50μl DEPC-H2O aufgenommen und bei -80°C gelagert. 
3.2.2 Überprüfung der RNA-Qualität 
Die RNA-Qualität und -Konzentration wurde mit dem „2100 Bioanalyzer“ überprüft. Das 
Messprinzip dieses Gerätes beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung nach Größe 
der RNA in einer Kapillare („lab on a chip“) mit photometrischer Detektion. Zur Beurteilung 
der RNA-Qualität diente das Verhältnis 28S/18S der rRNA- Banden sowie die so 
genannte RNA Integrity Number (RIN). In der RIN werden neben dem Verhältnis 28S/18S 
der rRNA- Banden weitere Qualitätsmerkmale wie Anomalien in der 5S-Region oder der 
Basislinie zusammengefasst. Sie kann Werte zwischen 0 und 10 annehmen (Abbildung 
3.12). Alle Messungen wurden mit dem „RNA 6000 Nano Reagents & Supplies Kit“ sowie 
dem „RNA 6000 Ladder“ als Größen- und Konzentrationsstandard durchgeführt.  
 
Abbildung 3.12: Elektropherogramme zweier unterschiedlicher RNA Populationen. Die RNA-Qualität 
wird charakterisiert durch das 28S/18S rRNA Ratio, welches idealerweise bei ~2.0 liegt, und einer "RNA 
Integrity Number" (RIN), die idealerweise bei 10.0 liegt (A). Beginnende Degradation der RNA führt zu einer 
Abnahme des 28S/18S Ratio bzw. nicht mehr sinnvollen Werten und kleineren RIN (B). 
 
Nach der Bestimmung der RNA-Qualität und der RNA-Konzentration wurde die RNA in 
cDNA umgeschrieben (siehe 3.2.3).  
3.2.3 Reverse Transkription 
Die Reverse Transkription ermöglicht die Umschreibung von RNA in komplementäre 





Als Negativkontrolle wurde für jede cDNA- Synthese eine Probe mit H2O mitgeführt. Es 
wurden 500ng RNA für die Reaktion eingesetzt. Das Volumen wurde mit DEPC-H2O auf 
10µl aufgefüllt und 2µl Random- Primer (300ng/µl) hinzugefügt. Der Ansatz wurde für 
10min bei 70°C inkubiert und anschließend auf Eis gekühlt. Danach wurden 9µl Master-
Mix hinzu gegeben. 
pro Probe: 4µl 5x Puffer, 
2µl DTT, 
1µl  RNasin, 
1µl  dNTP, 
1µl  Superscript II; Reverse Transkriptase. 
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt, kurz zentrifugiert, zunächst für 10min bei 
Raumtemperatur und anschließend für 1h bei 42°C inkubiert. Für die Inaktivierung der 
Enzymreaktion wurde das Gemisch für 5min bei 95°C inkubiert. Anschließend wurde das 
Gemisch auf Eis heruntergekühlt. Die cDNA wurde im Anschluss auf 5ng/µl verdünnt, 
aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  
3.2.4 Quantitative Real Time-PCR 
Für die Messungen ausgewählter Gene wurde eine Real-Time-PCR in doppeltem Ansatz 
durchgeführt. Dafür wurde der Power SYBR® Green PCR Master Mix nach 
Herstellerangabe verwendet. Die cDNA wurde für die neun Wochen Tiere auf 2ng/µl 
verdünnt, während die cDNA der zwei Wochen Tiere wegen Template-Inhibierung auf 
0,4ng/µl verdünnt worden sind. Mit folgendem Master-Mix (Tabelle 3.2) wurden die 
Proben für die Real-Time-PCR auf Eis in 96-Lochplatten pipettiert. Die eingesetzte 
Primerkonzentration betrug jeweils 5pmol. 
 
Tabelle 3.2: A) Zusammensetzung des Master Mix für die rt-PCR. B) Zusammensetzung des 
Power SYBR® Green PCR Master Mix 
A) B) 
Master Mix (1x) Power SYBR® Green PCR Master 
Sybr Green MM 12,5 µl Sybr Green Farbstoff
Primer ( F/R) je 1µl Taq Polymerase
Aqua dest. 5,5µl dNTPs
Template (cDNA) 5µl MgCl2 
 Puffer 
 Passive Referenz (ROX) 
 
Die Probenansätze wurden bei 4°C in einer Plattenzentrifuge zentrifugiert. Im Anschluss 





- Denaturierung bei 95°C für 10 Minuten,  
- 40 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C für je 15 Sekunden  
- Annealing (Anlagerung) der Primer 
- Elongation (Strangsynthese) bei 60°C für eine Minute. 
Die Primersuche wurde über das NCBI Internet-Portal durchgeführt. Die Primerauswahl 
erfolgte mit der Software der Firma, die Überprüfung der Sequenzen fand durch die 
Datenbank „NCBI Blast“ statt. Die Sequenzen für die Primerpaare sind Kapitel 2.4 zu 
entnehmen. Für die Überprüfung der Primerspezifität wurden die geeignete Annealing 
Temperatur und das Primer-Verhältnis mittels der Standardkurve bestehend aus dem 
gesamten Probenpool bestimmt. Alle Primerpaare wurden intronüberspannend 
ausgewählt, da nach der RNA-Isolierung kein DNA Verdau durchgeführt wurde und 
weiterhin die unspezifische Amplifikation von genomischer DNA verhindert werden sollte. 
3.2.5 Quantifizierung der Real-Time- PCR 
Die Quantifizierung der untersuchten Gene erfolgte mit der Berechnung mittels 
Standardkurve. Diese Form der Analyse ist eine relative Quantifizierungsmethode. Man 
benötigte eine interne Kontrolle, deren Signal verwendet wurde, um Variationen in der 
Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen. Dies wird als Normierung 
bezeichnet. Da die Gesamtanalyse aller zu untersuchenden Gene auf diesem Signal 
beruhte, sollte das Normierungsgen (Referenzgen) nicht reguliert sein. Als Referenzgene 
wurden HPRT, 18S und GAPDH herangezogen. Nach Analyse der Referenzgene erwies 
sich HPRT als geeignet, da hier die geringsten Schwankungen zu beobachten waren. Alle 
untersuchten Gene wurden somit auf HPRT normiert. 
Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus 
der eingesetzten Menge und dem so genannten Threshold-Cycle „Schwellenwert-Zyklus“ 
(CT). War die Ausgangsmenge bekannt, konnte eine Standardkurve durch Auftragen des 
Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den CT konstruiert werden. Durch die 
Geradengleichung x = (CT − b)/m konnte anhand der Standardkurve für jede unbekannte 
Probe der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt werden. Alle Proben wurden normiert, 
indem die errechnete Kopienzahl des Zielgens durch die Kopienzahl des Referenzgens 
geteilt wird: GEN (normiert) = Kopienzahl Zielgen / Kopienzahl Referenz. Nach der 
Quotientenbildung der einzelnen Proben konnten diese zwischen den verschiedenen 
Gruppen verglichen werden. Somit erhält man eine Aussage über die relative Expression 







Die eingesetzten Gene Chip Mouse Genome 430 2.0 Arrays wurden von Affymetrix 
(Santa Clara) hergestellt. Der Gene Chip Mouse Expression 430 2.0 Array erlaubte mit 
45000 probe set“ die Analyse von 39000 Transkripten, bzw. 34000 charakterisierten 
Genen. Die probe sets bestanden aus elf match und elf mismatch- Oligonukleotiden, die 
durch lichtgerichtete in-situ-Synthese auf der Array-Oberfläche aufgebracht wurden (je 
25mere). Diese Vielzahl an Oligonukleotiden und die mismatch (Austausch des mittleren 
Nukleotids)- Oligonukleotide zur Kontrolle der spezifischen Bindung waren auf Grund der 
geringen Länge der Oligonukleotide erforderlich. Die elf Oligonukleotide befanden sich im 
C-terminalen Bereich des jeweiligen Gens. Der Vorteil bestand darin, dass die 
Sondenherstellung auf Grund des OligoT7-dT(24)-Primers diese Region bevorzugte. 
 
 
Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des GeneChip für ein eukaryotisches Labeling Assay für 





Das Verhältnis der Signalintensitäten von 3`-gelegenen zu mehr 5`-gelegenen 
Oligonukleotiden war zudem ein Qualitätsmaß für die Integrität der eingesetzten Sonde. 
Partiell degradierte RNA bzw. Sonde hätte zu einem starken Abfall der Signalintensitäten 
von 3`- zu 5` gelegenen Oligonukleotiden geführt und somit die Unbrauchbarkeit der 
Ergebnisse angezeigt. Für die Hybridisierungen wurde eine "Ein-Farben-Technologie" 
genutzt: In amplifizierte komplementäre RNA (cRNA) wurden biotinylierte Nukleotide 
eingebaut, die nach der Hybridisierung mit R-Phycoerythrin-Streptavidin und biotinylierten 
Anti-Streptavidin- Antikörpern angefärbt wurden. Folglich entstand als Ergebnis der 
Hybridisierung eine absolute Signalintensität. 
3.3.2 Komplexe Hybridisierungen mit Affymetrix GeneChip Mikroarrays 
Für die Hybridisierung mit dem GeneChip Mikroarray wurde eine Auswahl des 
Probenmaterials getroffen. Anhand der morphologischen Hypertrophieentwicklung und 
der mittleren Expression der Gene ANP, BNP und Myh7 wurde eine Auswahl der Tiere 
getroffen, deren Genexpressionen durch einen GeneChip Mikroarray untersucht werden 
sollen. Dafür wurden jeweils vier Tiere pro Gruppe ausgewählt. Demnach wurden 32 
Mikroarrays hybridisiert. Es wurde ein Amplifikations- und Markierungsprotokoll mit einer 
Amplifikationsrunde eingesetzt. Zum Annealing wurden 1μg - 3μg Gesamt-RNA in H2O 
mit 100pmol OligoT7-dT(24)-Primer (Sequenz: 5`-GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA 
CTC ACT ATA GGG AGG CGG (dT)24-3’) in einem Volumen von 10μl für 10min bei 70°C 
inkubiert und anschließend auf Eis gekühlt. Zu dem Ansatz wurden zur 
Erststrangsynthese folgende Komponenten hinzu gegeben: 
4μl 5 x Erststrang-Puffer  
2μl 0,1M DTT  
1μl dNTPs (je 10mM) 
1μl 35U/μl RNase-Inhibitor  
2μl 200U/μl Superscript III  
 
Der Ansatz wurde für 90min bei 43°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde der 
Ansatz für 10min bei 72°C inkubiert und anschließend auf Eis gekühlt. Folgende 
Komponenten wurden für die Zweitstrangsynthese hinzu gegeben: 
18μl cDNA der Erststrangsynthese 
92μl H2O 
30μl  5x Zweitstrang-Puffer 
3μl dNTPs (je 10mM) 
1μl 10U/μl E. coli Ligase  
4μl  10U/μl E. coli DNA Polymerase I  





Der Ansatz wurde für 2h bei 16°C inkubiert, dann wurden 2μl T4-DNA-Polymerase hinzu 
gegeben und für weitere 20min bei 16°C inkubiert. Durch Zugabe von 10μl 0,5M EDTA 
wurde die Reaktion abgebrochen.  
Die Aufreinigung der doppelsträngigen DNA erfolgte durch Phenol/Chloroform/ 
Isoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion und anschließender Fällung mit Ammoniumacetat und 
Ethanol bei -20°C für 20min. Das getrocknete Pellet wurde in 12μl RNase-freiem Wasser 
aufgenommen. Die Synthese der Biotin-markierten cRNA wurde mit dem GeneChip IVT 
Labeling Kit (Affymetrix 900449) durchgeführt. Die amplifizierte cRNA wurde mit dem 
RNeasy Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Die cRNA wurde fragmentiert und in ihrer 
Qualität und Quantität durch Messung im Bioanalyzer überprüft (siehe Kapitel 3.2.2). Die 
cRNA wurde im Hybridisierungspuffer der Firma Affymetrix aufgenommen und mit einer 
finalen Konzentration von 0,05μg/μl für 16h bei 45°C hybridisiert. Das Waschen der 
Arrays erfolgte in einer "GeneChip fluidics station" (Affymetrix) entsprechend Affymetrix 
Protokoll EukGE-WS2 mit Waschpuffern (s. 2.3) bei 50°C. Anschließend wurden die 
Arrays mit einem Affymetrix GeneChip System Confocal Scanner 3000 eingescannt. 
3.3.3 Bildauswertung der Mikroarrays  
Die Bildauswertung erfolgte mit der Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS). 
Diese fasste die jeweils elf Signalintensitäten der match-Oligonukleotide eines Gens zu 
einem Signal zusammen und berechnete mit Hilfe der mismatch- Oligonukleotide die 
Spezifität der Bindung (statistische Signifikanz).  
3.3.4 Differentielle Genexpression 
Die Identifikation von statistisch signifikanter Deregulation eines Gens in einem Array-
Experiment ist mit zwei grundlegenden Problemen behaftet. Einer hohen Anzahl an 
parallelen statistischen Tests (bis zu 50.000 bei genomweiten Arrays) stehen eine häufig 
geringe Anzahl an biologischen wie technischen Replika (z.B. 2 x 4) gegenüber. Dieses 
so genannte "multi-testing"-Problem führt in erster Linie bei schwachen Signalintensitäten 
durch zufällige Variation zu statistischer Signifikanz und damit zu falsch-positiven Werten. 
Herkömmliche Korrekturansätze, wie die Bonferroni-Korrektur, liefern auf Grund der sehr 
hohen Replika-Anzahl keine befriedigenden Ergebnisse. In einem ersten Schritt wurden 
bei dem Affymetrix-Datensatz zur Reduktion des keine Information enthaltenden 
Hintergrundrauschens alle probe sets ohne "present call" in einem der Zustände entfernt. 
Mit der "significance analysis of microarrays" (SAM, Tusher et al)[165] wurde basierend 
auf den Array-Daten aller Proben eine globale Falsch-Positiv-Rate abgeschätzt.,  
Bei der "significance analysis of microarrays" wurde durch den Vergleich einer 





den beiden zu analysierenden Zuständen (relative Differenz) im Vergleich zur 
zufälligen/frei permutierten Zuordnung (erwartete Differenz) die Signifikanz der 










xi: Mittelwert einer Gruppe von Signalintensitäten 
si: Summe der Standardabweichungen der beiden Gruppen 
s0: Korrekturwert zur Vermeidung zu kleiner/nicht sinnvoller  si 
 
Die erwartete Differenz dE(i) ergab sich aus dem Mittelwert diverser d(i) bei frei 
permutierter Gruppenzuordnung der Signalintensitäten. Bei ähnlicher Expression eines 
Gens (i) in beiden zu vergleichenden Gruppen folgte dr(i) ≈ dE(i) und bei differentieller 
Expression dr(i) ≠ dE(i). Die frei wählbare Differenz beider statistischer Kenngrößen Δd(i) = 
dr(i) - dE(i) war also der Grenzwert für die Definition der signifikanten veränderten 
Expression eines Gens. 
 
Abbildung 3.14: Bestimmung differentieller Genexpression durch permutationsbasierte statistische 
Verfahren. Die relative Differenz dr(i) bei richtiger Zuordnung der Signalintensitäten der Proben beim 
Vergleich zweier Zustände ist aufgetragen gegen die erwartete Differenz dE(i) bei frei permutierter Zuordnung 
der Signalintensitäten. Bei verstärkter Expression eines Gens ergibt sich dr(i) >> dE(i) (rote Punkte) und bei 
verminderter Expression dr(i) << dE(i) (grüne Punkte). Ein gewählter Grenzwert für +/- Δd(i) (schwarze Linien) 





Die freie Permutation aller Signalintensitäten einer Probe lieferte aber unter Umständen 
zufällig Kombinationen, die diesen Grenzwert hätten überschreiten können. Dies 
gestattete die Vorhersage einer Falsch-Positiv-Rate (q-Wert), die mit steigendem Δd(i) 
abnahm (Abbildung 3.14). 
3.3.5 ANOVA Test 
Für die statistische Analyse der Mikroarrays zur Bestimmung der potentiellen 
Abhängigkeit von unterschiedlichen beeinflussenden Faktoren wurde die Analysis of 
variance (ANOVA) verwendet. Es wurde für beide Genotypen getrennt mittels 2-Faktor 
ANOVA auf Interaktion von Geschlecht (männlich und weiblich) und Hypertrophie (TAC 
und sham) von den Expressionswerten der probe sets getestet. Ein p-Wert von <0,05 
wurde bei der Auswertung als statistisch signifikant bewertet.  
3.3.6 Funktionelle Annotation von Gen-Gruppen mit DAVID, GO und KEGG 
Zur Identifikation von Geneontology (GO)- Kategorien und KEGG Signalwegen mit einer 
statistisch signifikant erhöhten Anzahl an Genen von einem gegebenen Eingangsgensatz 
wurde DAVID (DAVID: Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery; 
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoms) eingesetzt. Bei GO wurden die Gene 
in drei baumartig strukturierte Annotationen bei den übergeordneten Themen 
"Biologischer Prozess", "Molekulare Funktion" und "Zelluläres Kompartiment" auf 
insgesamt fünf Ebenen einsortiert. Dieses ist mit Hilfe der Datenbank Geneontology 
(http://www.geneontology.org/) durchgeführt worden. Die erhaltene Anzahl an Genen für 
eine bestimmte GO-Kategorie oder Signalweg im Vergleich zur Größe des 
Eingangsdatensatzes wurde mit der entsprechenden Anzahl an Genen in der GO-
Kategorie des gesamten Genoms im Vergleich zur Gesamtgenzahl des Genoms 
verglichen. Ebenso wurde mit den KEGG Signalwegen verfahren. Mit einem exakten 
Fisher Test (2x2 Kreuztabelle) wurde die statistische Signifikanz berechnet.  
3.3.7 Standardisierung und Veröffentlichung von Array-Datensätzen 
Eine Vielzahl an unterschiedlichen statistischen Ansätzen zur Analyse von Array-
Datensätzen wurde entwickelt, die leider teilweise zu recht unterschiedlichen Ergebnissen 
bei der Analyse eines identischen Datensatzes führen können. Damit eine 
Standardisierung und die Vergleichbarkeit von Array Experimenten erzielt werden kann, 
wurden in der Zusammenarbeit einer Vielzahl von Wissenschaftlern konkrete Richtlinien 
für die Durchführung von Array-Experimenten aufgestellt. Diese so genannten "Minimum 
information about a microarray experiment" (MIAME) [166]- Richtlinien zielen auf eine 






a. Experimentelles Design 
Annotation der hybridisierten Arrays (technische und biologische Replika) 
b. Array-Design 
Annotation aller Elemente (z.B. der Oliginukleotide) eines Arrays 
c. Sondencharakterisierung 
Exakte Beschreibung des biologischen Materials und der eingesetzten Methoden der RNA-/DNA-
Isolation und Sondenmarkierung 
d. Hybridisierung 
Angabe der Hybridisierungsparameter (Puffer, Temperatur, Dauer, etc.) 
e. Scannen und Bildanalyse 
Angabe des Scanners und der Bildanalysesoftware 
f. Normalisierung 
Angabe des Algorithmus und gegebenenfalls der Software.  
 
Verschiedene webbasierte Datenbanken, wie "Gene Expression Omnibus" (GEO) vom 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) folgen diesen Richtlinien und gestatten 
die uneingeschränkte Verfügbarkeit von Array-Datensätze (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). 
Diese beinhalten auch die unbearbeiteten Signalintensitäten direkt aus der Bildanalyse, so 
dass jeder interessierte Wissenschaftler diese Datensätze entsprechend seiner Fragestellung 
oder mit den von ihm bevorzugten Algorithmen bearbeiten kann. 
3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 Proteinisolierung und Proteinbestimmung 
Aus myokardialen linksventrikulären Gewebestücken der Maus wurde Gesamtprotein 
isoliert und mit eiskaltem Proteinlysispuffer (s. Kaptitel 2.3) versetzt. Die Proben wurden 
mittels Homogenisator (FastPrep 120, Thermosavant) für zweimal 20s mechanisch 
homogenisiert. Nach der Homogenisation wurde 10% SDS hinzu gegeben. Nach kurzem 
vortexen wurden die Proben für 20min auf Eis lysiert. Danach wurden die Proben kurz 
geschüttelt und bei 14.000rpm über 10min zentrifugiert. Eine eventuell bestehende 
Fettschicht wurde abgenommen und der wässrige Überstand in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt. Dabei wurden 20µl überführt und der Rest bei -80°C gelagert. 
Die Bestimmungen der Proteinkonzentration erfolgten mit dem „BCA-Protein- Assay“. 
Dafür wurden pro Ansatz zu 20µl Probe 300µl Reaktionsgemisch (Reagenz A: Reagenz 
B= 50:1) hinzugegeben, für 30min bei 37°C inkubiert und die Extinktion bei 550nm 
bestimmt. Der Proteinlysispuffer wurde als Negativkontolle verwendet. Für die Erstellung 






Für die Auftrennung von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese 
(PAGE) durchgeführt. Die SDS-haltigen Polyacrylamidgele wurden nach der Vorschrift 
von Laemmli[167] hergestellt. Zur optimalen Auftrennung der Proteine wurden 
Polyacrylamid-Konzentrationen von 4% im Sammelgel (pH-Wert von 6,8) und 6-10% im 
Trenngel (pH-Wert von 8,8) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte im 
Elektrophoresepuffer bei einer konstanten Spannung von 60V, einer Stromstärke von 
350-400mA für 3h, bei 4°C, wobei die Proben zuvor mit Gelladepuffer versetzt und bei 
95°C für 5min denaturiert wurden. 
Die Färbung der SDS-Gele erfolgte mit Coomassie Brilliantblau[168] für 1h bei 
Raumtemperatur, die Entfärbung der Gele erfolgte bei Raumtemperatur über Nacht. 
3.4.3 Western Blot (Tank-Blot-System)  
Die aufgetrennten Proteine wurden im Western Blot- Verfahren auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Dafür wurde das „Tank Blot- System“ verwendet. Der 
Transfer erfolgte bei einer Spannung von 60V, einer Stromstärke von 350-400 mA bei 4°C 
für 1,5h. Zur Überprüfung der Transfereffizienz wurde die Nitrozellulosemembran im 
Anschluss mit Ponceau S angefärbt, luftgetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 
4°C gelagert. 
3.4.4 Antikörper Hybridisierung 
Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurden die freien 
Bindungsstellen auf der Membran mit 5% Blocking-Reagenz für 1h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Auf diese Weise werden unspezifische Bindungen des Primärantikörpers 
minimiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper in TBS-T- 
Puffer für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. Die Konzentration 
und die eingesetzte Verdünnung sind für jeden Primärantikörper spezifisch (siehe Kapitel 
2.5). Anschließend wurde die Membran dreimal für jeweils 10min mit TBS-T gewaschen. 
Nach den Waschgängen erfolgte die Inkubation mit einem spezies-spezifischen, 
„Meerettich-Peroxidase“ („horseradish peroxidase“-HRP) gekoppelten Sekundärantikörper 
für 1h bei Raumtemperatur. Die Konzentration und die angewandten Verdünnungen sind 
Kapitel 2.5 zu entnehmen. Danach erfolgten erneut drei Waschgänge für jeweils 10min in 
TBS-T- Puffer. Alle Schritte erfolgten auf einem Schüttler. Nach der Hybridisierung folgte 






Für die Detektion des Antigen-Antikörperkomplexes wurde ein Chemilumineszenz-Kit 
nach Standardprotokoll verwendet. Durch die katalytische Umsetzung der an den 
Sekundärantikörper gebundenen HRP wurde eine Chemilumineszenz erzeugt. Diese 
HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine 
Lumineszenz detektiert werden kann. Diese Reaktion konnte durch die Exposition der 
Membran mit einem Autoradiographiefilm nachgewiesen werden. Der Film wurde nach 
einer Belichtungszeit von 30s bis 1h entwickelt. 
Stripping- Protokoll 
Zur erneuten Benutzung der Nitrozellulosemembran muss diese von den bereits 
gebundenen Antikörpern gereinigt werden. Dafür wurde die Membran für 30min bei 50°C 
in Stripping-Puffer im Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Membran zweimal für 
jeweils 15min in TBS-T-Puffer gewaschen. Für die Proteindarstellung wurde die Membran 
erneut mit Ponceau S angefärbt. 
3.4.6 Western Blot Auswertung 
Um die entwickelten Autoradiographiefilme auswerten zu können, wurden diese mit einer 
Auflösung von 150-300dpi im Graustufen-Modus gescannt. Die Auswertung der Filme 
erfolgte digital mit der Analyse Software Alpha Ease 5.5. Die optische Dichte der Banden 
wurde bestimmt (IDV). Anhand der standardisierten Eichgerade wurde die 
Proteinkonzentration berechnet. Somit konnte dem IDV-Wert eine Proteinkonzentration 
zugewiesen werden. Nach dieser Berechnung wurde ein Quotient aus dem zu 
untersuchenden Protein und dem Referenzprotein gebildet. Anhand dieses Quotienten 
kann man eine Aussage über die Proteinexpression in Bezug auf das Referenzprotein 
treffen. Mit dieser Berechnung erfolgte der Vergleich der relativen Proteinexpression in 







Die für die Histologie vorgesehenen Gewebestücke wurden sofort nach der 
Organentnahme für 12 bis 24 Stunden bei 4°C in 4% Formaldehyd fixiert. Nach 
Auswaschen des Fixierungsmittels durch PBS-Puffer wurden die Präparate in 
Einbettkassetten im Paraffinkarussell (Shandon Citadel 1000, Fa. Thermo Electron 
Corporation) in Paraffin eingebettet. Zunächst durchlaufen die Gewebestücke eine 
aufsteigende Alkoholreihe für jeweils eine Stunde (70%, 80%, 96% und dreimal 100%). 
Um die Entfernung von Alkoholresten und damit die Anlagerung des Paraffins zu 
ermöglichen, wurden die Gewebestücke für eine Stunde in Xylol überführt. Anschließend 
wurden die Gewebe zunächst für 1,5h in Paraffin 6 und dann 1,5h in Paraffin 9 gebadet.  
Für eine adäquate Handhabung wurden die Präparate in Gießschälchen gelegt, mit 56°C 
warmem Paraffin übergossen und gekühlt. Nach dem Aushärten des Paraffins konnten 
die Paraffinblöcke aus den Schälchen gelöst werden. Aus den Paraffinblöcken wurden am 
Schlittenmikrotom (Biocut, Firma Reichert-Jung, Heidelberg) 1-3μm dicke Serienschnitte 
angefertigt und auf beschichtete Objektträger aufgebracht. Abschließend erfolgte die 
Trocknung der Schnitte bei 56°C über Nacht im Brutschrank. Die Gewebeschnitte konnten 
nun nach Protokoll angefärbt werden. Die Paraffinblöckchen wurden bis zur weiteren 
Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. 
3.5.2 Sirius-Rot-Färbung 
Als Färbemethode für die Kollagendarstellung wurde die Sirius-Rot -Färbung angewandt. 
Sie diente der Beurteilung des Gesamtkollagenanteils im Myokardgewebe. Vor der 
Färbung wurde das Paraffin aus den Schnitten vollständig entfernt. Zunächst wurden die 
Schnitte für 15min in Xylol gebadet. Anschließend wurden die Schnitte einer absteigenden 
Alkoholreihe (96%, 80%, 70%, 50%, 30%) und zwei Spülungen mit Aquadest unterzogen. 
Anschließend wurde für 90min die Färbung mit Sirius Rot durchgeführt. Um den 
Überschuss an Farbstoff zu lösen, wurden die Präparate in Aquadest gewaschen. Nach 15-
minütiger Lufttrocknung unter dem Abzug wurden die Schnitte für 10min in Xylol überführt 
und es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe. Abschließend wurden die trockenen 
Schnitte mit Eindeckmedium eingeschlossen. 
3.5.3 Bestimmung des Gesamtkollagengehalts der histochemischen Präparate 
Die Auswertung der mit Sirius Rot angefärbten Herzschnitte zur Quantifizierung der 
interstitiellen Fibrose erfolgte digital mit dem Programm Image J (National Institute of 





Zur morphometrischen Analyse wurden die Gewebsschnitte lichtmikroskopisch ohne 
Kenntnis der Gruppenzugehörigkeit mit einem Leica Mikroskop und mit einer 
Videokamera in 20-facher Vergrößerung im 1024x756-Pixel-RGB-Format und einer 
Farbqualität von 32 Bit fotografiert (Abbildung 3.15 A). Zunächst wurde aus 40 
Einzelbildern der Präparate mit dem Programm Image J ein Durchschnittsbild errechnet. 
Dieses dient der Minimierung von kamerabedingten Artefakten. Für die Analyse der 
einzelnen Bilder wurde ein selbst programmiertes Makro verwendet. Dieses Makro 
ermöglicht die Bestimmung des Anteils kollagener Matrix pro Bild. Dabei wird im 
Grenzwert (Threshold)–Modus eine Schwarz-/Weißgrenze zwischen 0 und 255 
Graustufen festgelegt. Die zu messenden Flächen wurden dunkelgrau bis schwarz 
dargestellt (Abbildung 3.15 B). Durch die Verwendung des Makros wurde es ermöglicht, 
die Flächen in einem bestimmten Größenbereich unter der Angabe eines minimalen 
(Abbildung 3.15 C) und maximalen (Abbildung 3.15 D) Grenzwertes zu vermessen. Dabei 
wurde der Hintergrund, der nicht durch Gewebe abgedeckt war, nicht mit einbezogen. An 
jedem Präparat wurden zehn zufällig ausgewählte Ausschnitte vermessen. Alle Präparate 
der zu untersuchenden Gruppen wurden mit den gleichen Einstellungen analysiert. 
 
 
Abbildung 3.15: Abfolge der digitalen Bildanalyse der Sirius Rot-Färbung. 
 
Um den Gesamtkollagengehalt, den so genannten „Fibrosescore“, in Prozent zu ermitteln, 






Diese Berechnung wurde für jedes Bild durchgeführt. Danach wurden die Bilder den 
zugehörigen Gruppen zugeordnet und ein Mittelwert gebildet. 
3.5.4 TUNEL-Assay 
Für die Darstellung von apoptotischen Zellen wurde das Flourescein FragEL DNA 
Fragmentation Detection Kit nach Herstellerangabe verwendet. Für paraffinfixiertes 
Gewebe wurden die Schnitte zunächst entparaffinisiert und rehydriert. Dafür wurden die 
Gewebeschnitte 2x 5min in Xylol gebadet und es wurde eine absteigende Alkoholreihe 
von 100% bis 70% für jeweils 5 und 3min durchgeführt. Nach kurzem Waschen in TBS-
Puffer, wurden die Gewebeschnitte permeabilisiert. Dafür wurden die Schnitte mit 
Proteinase K (20µg/ml) in 10mM Tris-Puffer inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 
TBS-Puffer, wurden die Schnitte für 30min bei RT mit 1X TdT Equilibrierungspuffer 
inkubiert. Nach der Equilibrierung wurden die Gewebeschnitte mit dem TdT-Enzym und 
dem dazugehörigen TdT – Flourescein gelabelten Reaktionsmix für 90min bei 37°C in 
einer feuchten Kammer und abgedunkelt inkubiert. Nach mehreren Waschgängen wurden 
die Schnitte mit DAPI- enthaltenden Eindeckmedium eingeschlossen und mittels 
Floureszenzmikroskopie analysiert und fotografisch festgehalten.  
3.6 Statistik 
Statistische Analysen der funktionellen Daten der Echokardiographie, Hämodynamik 
sowie Gen- und Proteinexpressionen wurden mittels des Statistik-Programm SPSS 15.0 
für Windows durchgeführt. Zunächst wurden die Werte auf Normalverteilung geprüft, 
anhand der ermittelten Schiefe und Kurtosis wurden für einzelne Untersuchungen die 
Werte einmalig logarhythmiert. Es wurde eine univariate Varianzanalyse angeschlossen 
(einfaktorielle ANOVA) und bei beobachteter Wechselwirkung ein Tukey B-Test 
durchgeführt. Ein p-Wert von <0,05 wurde bei der Auswertung als statistisch signifikant 
bewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler (MW±SEM). 
Für die grafische Darstellung wurden unter anderem „Boxplots“ verwendet. Als Box wird 
das durch die Quartile bestimmte Rechteck bezeichnet. Sie umfasst 50% der Daten. 
Durch die Länge der Box ist der Interquartilsabstand ablesbar. Dies ist ein Maß der 
Streuung, welches durch die Differenz des oberen und unteren Quartils bestimmt ist. Als 
weiteres Quantil ist der Median in der Box eingezeichnet (horizontale Linie), welcher 
durch seine Lage innerhalb der Box einen Eindruck von der Schiefe der den Daten 
zugrunde liegenden Verteilung vermittelt. Das untere Quartil gibt 25% an, während das 
obere Quartil 75% anzeigt. Die schwarzen Punkte in den hergestellten Graphen zeigen 






Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf der hier vorgestellten Studie (Abbildung 4.1).  
 
 
Abbildung 4.1: Studienverlauf. 
 
Zur Beobachtung der Hypertrophieprogression wurden zwei Zeitpunkte (zwei und neun 
Wochen nach Intervention) gewählt. Auf diese Weise sollten Geschlechterunterschiede in 
der Herzfunktion, der Gen- sowie Proteinexpression eruiert werden. Der 
tierexperimentelle Ansatz umfasste 120 Tiere für den Zeitpunkt zwei Wochen und 132 
Tiere für den Zeitpunkt neun Wochen nach Intervention.  
Die echokardiographische Datenerhebung verfolgte die Analyse der systolischen 
Herzfunktion über den gesamten Versuchzeitraum. Zum Zeitpunkt von neun Wochen 
wurden zusätzlich 80 Tiere hämodynamischen Messungen zur Bestimmung der 
diastolischen Herzfunktion unterzogen. Zu den beiden Endpunkten wurden die 
Expressionen einiger wichtiger Gene und Proteine des kardialen Metabolismus und des 





Neun Wochen nach Intervention wurden zusätzlich Mikroarray- sowie histologische 
Analysen durchgeführt. Die exakten Tierzahlen und die durchgeführten Analysen sind 
detailliert in Kapitel 3.1.5 aufgeführt. 
4.1 Geschlechterunterschiede in der Morphologie bei drucklast- induzierter 
Myokardhypertrophie 
4.1.1 Hypertrophieentwicklung 
Die erfolgreiche Induktion der TAC führte deutlich zur Entwicklung einer pathologischen 
Hypertrophie. Abbildung 4.2 visualisiert die typischen Form- und Größenveränderungen 
der TAC- Herzen. 
Das scheinoperierte Herz (A) zeigte eine normale Morphologie mit einer apikalen Form. 
Zwei Wochen nach TAC (B) veränderte sich die Morphologie des Herzens sichtbar: Es 
verlor seine apikale Form und eine leichte Größenzunahme war zu erkennen. Nach neun 
Wochen (C) sind Größenzunahme und Formverlust des Herzens wesentlich deutlicher. 
Die Herzgewichte sind Tabelle 4.1 zu entnehmen. 
 
 
Abbildung 4.2: Hypertrophieentwicklung. Es sind nur männliche WT Herzen exemplarisch dargestellt. A) 
scheinoperiertes Herz; B) Entwicklung der Hypertrophie nach zwei Wochen. C) Entwicklung der Hypertrophie 
nach neun Wochen. 
 
Für die Untersuchung einer Hypertrophieentwicklung war die Bestimmung des 
Herzgewichtes obligat. Die Herzgewichte wurden zwei und neun Wochen nach 
Intervention bestimmt (Tab. 4.1).  
Zwei Wochen nach TAC war in beiden Geschlechtern eine deutliche Zunahme des 
Herzgewichtes zu beobachten. Insgesamt waren die Herzgewichte der Männchen in allen 
Untersuchungsgruppen signifikant höher als die der Weibchen. Der Genotyp zeigte 
keinen Einfluss. 
Neun Wochen nach TAC war die Gewichtszunahme der Herzen noch stärker ausgeprägt. 
Die Herzgewichte der Männchen waren sowohl in den Sham- Tieren, als auch in den 
TAC- Tieren signifikant höher als die der Weibchen. Dieser Geschlechterunterschied zeigt 
A) B) C) 





sich in allen Gruppen der WT- sowie der scheinoperierten ERβ-/-- Tiere. ERβ-/-- Tiere mit 
TAC ließen keine Geschlechterunterschiede im Herzgewicht erkennen. 
 
Tabelle 4.1: Übersicht der Körpergewichte und Organgewichte nach zwei und neun Wochen. M= 
Männchen; W= Weibchen; SHAM= Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion, WT= Wildtyp;  
ERβ-/-= Östrogen Rezeptor β Knock-out; *p<0,05 Männlich vs. Weiblich;  # p<0,05 TAC vs. SHAM. 
         Gruppe                         Körpergewicht (g)    Herzgewicht (g)    Tibialänge (mm)   Lungengewicht (g) 
2W  
M/SHAM/WT 25,87±1,95* 0,110±0,013* 17,01±0,22 0,21±0,04 
W/SHAM/WT 20,90±0,88 0,092±0,008 16,66±0,32 0,18±0,05 
M/TAC/WT 24,93±1,59* 0,158±0,029*# 17,06±0,59 0,22±0,07 
W/TAC/WT 21,14±1,74 0,131±0,021# 16,74±0,41 0,23±0,07 
M/SHAM/ERβ- /-  25,05±1,50* 0,112±0,012* 16,90±0,30 0,20±0,04 
W/SHAM/ERβ- /-  20,36±1,59 0,094±0,011 16,78±0,30 0,22±0,06 
M/TAC/ERβ- /-  25,30±1,54* 0,139±0,016*# 16,98±0,29 0,20±0,05 
W/TAC/ERβ- /-  20,75±1,43 0,127±0,015# 16,69±0,46 0,21±0,04 
9W 
M/SHAM/WT 26,9±2,5* 0,12±0,02* 17,3±0,5 0,21±0,03 
W/SHAM/WT 23,3±1,2 0,10±0,01 17,2±0,4 0,22±0,04 
         M/TAC/WT                27,6±2,5*       0,20±0,04*#          17,3±0,5          0,28±0,1# 
W/TAC/WT 23,2±2,2 0,17±0,04# 17,1±0,3 0,27±0,09 
M/SHAM/ERβ- /-  27,2±2,5*            0,13±0,01* 17,5±0,6 0,21±0,04 
W/SHAM/ERβ- /-  22,9±1,4             0,10±0,00 17,1±0,4 0,22±0,09 
   M/TAC/ERβ- /-   27,6±2,2*             0,18±0,05#   17,3±0,5   0,26±0,05*# 
W/TAC/ERβ- /-  23,6±0,9             0,17±0,03# 17,1±0,2 0,21±0,05 
 
4.1.2 Geschlechtsspezifische Zunahme der morphologischen Hypertrophiemarker  
Zur Bestimmung der Hypertrophieentwicklung wurde das Herzgewicht auf die Tibia- 
Länge normalisiert (HG/TL- Quotient). Dieser Quotient wurde als morphologischer 
Hypertrophiemarker dargestellt (Abbildung 4.3). 
Ein weiterer Parameter zur Normalisierung der Herzgewichte ist das Körpergewicht. Dies 
kann jedoch sowohl geschlechtsbedingt als auch durch mögliche Komplikationen beim 
Eingriff, wie beispielsweise Ödembildungen, erheblichen Schwankungen unterliegen. Die 
Tibialänge hingegen ist ein relativ konstanter Parameter. Sie fungiert als Index für das 
Wachstum und ist unabhängig von Körpergewicht, Fettanteil, Muskelmasse und 







Abbildung 4.3: A) Darstellung des HG/TL Quotienten in mg/mm nach zwei Wochen; B) Darstellung des 
HG/TL Quotienten in mg/mm nach neun Wochen. Die Darstellung erfolgte in „Boxplots“ siehe auch Kapitel 
3.6 M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = 
Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** 
gibt den P-Wert mit 0,01 an. 
 
WT- und ERβ-/- - Tiere zeigten sowohl zwei als auch neun Wochen nach TAC in beiden 
Geschlechtergruppen einen signifikanten Anstieg der HG/TL- Ratio im Vergleich zu den 
scheinoperierten Tieren (Abbildung 4.3 A/B).  
Zwei Wochen nach Intervention waren weder Geschlechterunterschiede noch Einflüsse 
des Genotyps zu beobachten.  
Neun Wochen nach TAC war die Zunahme der HG/TL- Ratio in WT- Männchen signifikant 
stärker ausgeprägt als in WT- Weibchen (11,84mg/mm M/ WT/ TAC vs. 9,80mg/mm W/ WT/ TAC). 
Die Hypertrophieentwicklung ist demnach in beiden Geschlechtern unterschiedlich 
verlaufen. Ein Geschlechterunterschied nach TAC konnte in den ERβ-/- - Tieren nicht 
festgestellt werden. 
Die Herzgewichte wurden einerseits über das Auswiegen, andererseits über die 
Kalkulation der linksventrikulären Masse (LVM) durch Echokardiographie bestimmt. In der 
nachfolgenden Datenanalyse wurde die LV- Masse (LVM) durch die Messung von 
Wanddicke und Durchmesser des linken Ventrikels berechnet. Über die Zunahme der 
LVM konnte auf den Grad der Hypertrophie geschlossen werden. Die LVM wurde über 
das Verhältnis zur Tibialänge normalisiert (Abbildung 4.4).  
Zwei Wochen postoperativ (A) konnte sowohl in den WT- als auch in den ERβ-/- - Tieren 
eine signifikante Zunahme der LVM/TL- Ratio nach Induktion einer TAC im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrollgruppe beobachtet werden .Geschlechterunterschiede im Anstieg der 






Abbildung 4.4: A) Darstellung der LVM/TL Ratio in mg/mm zwei Wochen postoperativ. B) Darstellung 
der LVM/TL Ratio in mg/mm nach neun Wochen. Darstellung in „Boxplots“ siehe auch Kapitel 3.6; M = 
Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; 
TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert 
mit 0,01 an.  
 
Neun Wochen nach Intervention (B) erhöhte sich die LVM/TL- Ratio in den WT- Tieren 
nach TAC signifikant in beiden Geschlechtern im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die 
männlichen TAC- Tiere entwickelten jedoch ein höheres Maß an Hypertrophie als die 
weiblichen Tiere nach TAC (13,78mg/mm M/ WT/ TAC vs. 10,85mg/mm W WT/ TAC).  
ERβ-/-- Tiere mit TAC zeigten zu diesem Zeitpunkt in beiden Geschlechtern eine 
signifikant höhere LVM/TL- Ratio im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Festzustellen 
ist hier, dass weibliche ERβ- /-- Tiere mit TAC im Vergleich zu weiblichen WT- Tieren eine 
stärkere Hypertrophie entwickelten, wenn auch die Schwelle zur statistischen Signifikanz 
von p<0,05 nicht erreicht wurde. Männliche ERβ- /-- Tiere mit TAC hingegen wiesen einen 
Trend zu geringerer Hypertrophieentwicklung als WT- Tiere mit TAC auf (12,05mg/mm 
W/ERβ
- /-
 /TAC vs. 10,85mg/mm W/WT/TAC und 11,42mg/mm M/ERβ- /- /TAC vs.13, 78mg/mm M/ WT/TAC). 
Herzgewicht und echokardiographisch kalkulierte LVM zeigten, bezogen auf die Tibia- 
Länge, übereinstimmende Resultate: Ein Geschlechterunterschied in der Ausprägung der 
Myokardhypertrophie wurde sowohl im Parameter HG/TL als auch im Parameter LVM/TL 
zum späten Zeitpunkt von neun Wochen festgestellt. Mit dem letzteren in vivo 
gewonnenen Parameter konnte ausschließlich die linksventrikuläre Masse bzw. 
Hypertrophie betrachtet werden. Daraus ist ersichtlich, dass Gewicht und Ausmaße des 
rechten Ventrikels vernachlässigt werden konnten. LVM/TL ist der präzisere Parameter 





4.2 Geschlechterunterschiede in der Funktion bei drucklast- induzierter 
Myokardhypertrophie 
4.2.1 Echokardiografische Analyse der systolischen Funktion bei 
Myokardhypertrophie 
Mit dem Ultraschallgerät war es möglich, Parameter, wie die Ejektionsfraktion (EF), zu 
bestimmen. Die Ejektionsfraktion ist die prozentuale Auswurfsfraktion vom maximalen, 
also dem enddiastolischen Volumen des linken Ventrikels und bezeichnet einen klinisch 
relevanten Parameter der systolischen Funktion. Die Ejektionsfraktion ist von der Vor- und 
Nachlast und somit vom Volumen abhängig  (Abbildung 4.5). 
 
Abbildung 4.5: A) Darstellung der EF in % zwei Wochen postoperativ; B) Darstellung der EF in % neun 
Wochen postoperativ. Darstellung in „Boxplots“ siehe auch Kapitel 3.6; M = Männchen; W = Weibchen; WT 
= Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale 
Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert mit 0,01 an. 
 
Nach zwei Wochen (A) konnten in der EF in keiner der untersuchten Gruppen signifikante 
Veränderungen beobachtet werden. Die EF schwankte zwischen 48- 52%. Nach neun 
Wochen (B) zeigten die WT- Tiere nach TAC- Operation im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrollgruppe einen signifikanten Funktionsverlust in beiden Geschlechtern. Die EF 
betrug in den männlichen scheinoperierten Tieren 49%; in den männlichen Tieren nach 
TAC- Induktion war eine EF von 34 % zu beobachten. Die EF der weiblichen 
scheinoperierten Tiere betrug 54%; nach TAC Induktion war ein Absinken der Funktion zu 
beobachten, die sich in einer EF von 36% darstellte. Geschlechterunterschiede waren 
nicht zu verzeichnen.  
In den ERβ-/-- Tieren zeigte sich zu diesem Zeitpunkt ebenfalls ein starker Abfall der EF 
nach TAC im Vergleich zur dazugehörigen Kontrollgruppe. Männliche scheinoperierte 





EF auf durchschnittlich 40% manifestierte. Nach TAC- Induktion konnte eine weitere 
Abnahme der EF bis auf 32% beobachtet werden. Diese Abnahme erreichte jedoch kein 
Signifikanzniveau. In den weiblichen Tieren sank die EF signifikant von 55% in den 
scheinoperierten Tieren auf 38% in den Tieren mit TAC. 
Geschlechterunterschiede sind demnach zwar in den SHAM- Tieren nachweisbar, nicht 
jedoch in den TAC- Tieren mit ERβ- Deletion. Die EF war in diesen Männchen basal 
niedriger (EF=40%) als in der weiblichen Kontrollgruppe (EF=57%). 
4.2.2 Zeitlicher Verlauf der EF: Verlust der systolischen Funktion nach vier 
Wochen 
Das engmaschige Monitoring der EF nach zwei, drei, vier, sechs und neun Wochen 
postoperativ erlaubte eine Verlaufskontrolle. Die Verlaufskurven wurden nach dem 
Genotyp WT (Abbildung 4.6) und ERβ-/- (Abbildung 4.7) unterteilt.  
Die WT- Gruppen zeigten zwei Wochen nach Intervention keine signifikanten 
Veränderungen in der EF (48- 52%). Die EF der scheinoperierten Tiere blieb bis zur 
letzten echokardiographischen Untersuchung nach neun Wochen relativ konstant. In den 
TAC–Tieren konnte in den männlichen und weiblichen Tieren ab der vierten Woche bis 
hin zur neunten Woche ein signifikanter Abfall der EF beobachtet werden (p≤0,01). Der 
Abfall der EF war in den männlichen Tieren tendenziell stärker ausgeprägt, signifikante 
Geschlechterunterschiede wurden jedoch nicht ausgewiesen (EFM/WT/TAC=34%; 
EFW/WT/TAC=36%).  
 
















Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion (EF) in % in WT- Tieren. Es ist die EF nach zwei, 
drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ dargestellt. M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; 
SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion # gibt den p-Wert< 0,05 TAC vs. Sham; * gibt 










Zwei Wochen nach Intervention ergaben die Untersuchungen zur EF in den ERβ-/- Tieren 
(Abbildung 4.7) keine signifikanten Veränderungen (48- 52%). Die EF der weiblichen 
scheinoperierten Tiere blieb bis zur letzten echokardiographischen Untersuchung von 
neun Wochen relativ konstant. In den männlichen und weiblichen TAC- Tieren konnte ab 
der vierten Woche bis zur neunten Woche ein signifikanter Abfall der EF beobachtet 
werden (EFM/ERβ-/- /TAC=32%; EFW/ERβ-/- /TAC=38%); in männlichen Tieren tendenziell stärker 
als in weiblichen Tieren. Eine weitere Beobachtung konnte man ebenfalls in den 
männlichen scheinoperierten Tieren feststellen. Die EF in diesen Tieren war signifikant 
niedriger als die EF der weiblichen Vergleichsgruppe. (EFM/ERβ-/- /sham=40%). Damit konnte 
ein Geschlechterunterschied in der systolischen Funktion in den scheinoperierten Tiere 
festgestellt werden (EFM/ERβ-/- /sham=40%; EFW/ERβ-/- /sham=55%).  
 
















Abbildung 4.7: Zeitlicher Verlauf der Auswurffraktion (EF) in % in ERβ-/-- Tieren. Es ist die EF nach zwei, 
drei, vier, sechs und neun Wochen postoperativ dargestellt. M = Männchen; W = Weibchen; ERβ-/- = Östrogen 
Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; # gibt den p-Wert < 
0,05 TAC vs. Sham; * gibt den p-Wert<0,05 neun vs. zwei Wochen an; § gibt den p-Wert <0,05 Männchen vs. 
Weibchen. 
 
4.2.3 Die konzentrische Hypertrophie ist die dominierende Hypertrophieform-
Übergang zur Dilatation? 
Die relative linksventrikuläre Wanddicke stellt einen Parameter zur Bestimmung der 
vorliegenden Hypertrophieform (konzentrisch oder exzentrisch) zur Verfügung (Abbildung 
4.8). Ein Th/R Quotient von 0,33 gilt als physiologisch. Höhere Werte werden bei 
Patienten mit konzentrischer Hypertrophie gefunden. Sinken diese Werte, so ist dies ein 











Die Induktion einer TAC führte nach zwei und neun Wochen sowohl in den männlichen als 
auch in den weiblichen WT- und ERβ-/-- Tieren zu einem signifikanten Anstieg der 
relativen Wanddicke im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Zwei Wochen nach TAC 
konnte noch kein Geschlechterunterschied verzeichnet werden. 
 
 
Abbildung 4.8: A) Darstellung der relativen Wanddicke (Th/r) nach zwei Wochen; B) Darstellung der 
relativen Wanddicke (Th/r) nach neun Wochen. M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = 
Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl 
der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert mit 0,01. 
 
Der Th/r- Quotient der männlichen WT- Tiere fiel von der zweiten zur neunten Woche 
nach TAC signifikant ab (p≤ 0,05). Die weiblichen Tiere gleicher Intervention und gleichen 
Genotyps wiesen keinen entsprechenden Effekt aus. 
In der neunten Versuchswoche nach TAC- Induktion war die relative Wanddicke der 
weiblichen ERβ-/-- Tiere signifikant höher als die der männlichen ERβ-/-- Tiere. Die relative 
Wanddicke der männlichen ERβ-/-- Mäuse fiel von der zweiten zur neunten Woche 
signifikant ab (p≤ 0,05). Damit ist eine Abnahme der relativen Wanddicke zu beobachten, 
was ein Hinweis auf eine Dilatation ist. Weibliche ERβ-/-- Mäuse mit einer TAC zeigten die 
höchste relative Wanddicke aller Versuchsgruppen (Abbildung 4.8 B). Der Th/r- Quotient 
zeigte keine Veränderungen in den Sham- Gruppen (Abbildung 4.8 A/B) 
4.2.4 Hämodynamische Charakterisierung: Beurteilung der Herzfunktion bei 
Myokardhypertrophie 
Die hämodynamische Charakterisierung ermöglichte die Beschreibung der systolischen 
und diastolischen Funktion des Herzens während der Entwicklung einer pathologischen 
Myokardhypertrophie. Durch die Bestimmung des linksventrikulären Druckes (LVPmax in 
mmHg) war es möglich, Druckveränderungen in der Systole als Folge der erhöhten 





Nach Induktion einer Aortenstenose neun Wochen postoperativ erhöhte sich LVPmax in 
den WT- Tieren und den ERβ-/-- Tieren in beiden Geschlechtern signifikant. Die enorme 
Zunahme des mittleren linksventrikulären Druckes verlief ohne Geschlechterunterschiede 
und unabhängig vom Genotyp. Tendenziell wiesen die ERβ-/-- Kontrolltiere basal etwas 
höhere Drücke auf als die WT- Kontrolltiere (Abbildung 4.9):  
(94mmHgM/WT/Sham vs. 160mmHgM/WT/TAC/92mmHgW/WT/Sham vs. 164mmHgW/WT/TAC) 
(117mmHgM/ERβ-/-/Sham vs. 154mmHgM/ERβ-/-/TAC/104mmHgW/ERβ-/-/Sham vs. 154mmHgW/ ERβ-/-/TAC). 
 
Abbildung 4.9: A) Darstellung des linksventrikulären systolischen Druckes (LVPmax); B) Darstellung 
des linksventrikulären frühdiastolischen Druckes (LVPmin) nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert mit 
0,01 an. 
 
LVPmin wird zur Bestimmung frühdiastolischer Veränderungen oder einer Dysfunktion in 
der frühen Relaxationsphase des Myokards herangezogen (Abbildung 4.9 B). Neun 
Wochen nach Induktion der Druckbelastung erhöhte sich LVPmin signifikant nur in den 
männlichen WT- und ERβ-/-- Tieren. In den männlichen WT- Tieren stieg der mittlere 
linksventrikuläre Druck von 7mmHgM/WT/Sham auf 10mmHgM/WT/TAC. In den männlichen   
ERβ-/-- Tieren von 4mmHgM/ERβ- /- /Sham auf 8mmHgM/ERβ- /- /TAC. In den weiblichen Tieren 
beider Genotypen stieg der LVPmin nur leicht an, ein Signifikanzniveau wurde nicht 
erreicht. Es konnte zudem kein signifikanter Geschlechterunterschied festgestellt werden. 
Der Parameter dP/dtmax ist ein Maß für die systolische Herzfunktion und stellt die 
Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel dar. Dieser gibt Auskunft über die 
Kontraktilität des linken Ventrikels (Abbildung 4.10 A). 
Bei Drucklast stieg dP/dtmax in den WT- und ERβ-/-- Tieren im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrollgruppe signifikant an (Abbildung 4.10 A/B). Die Zunahme der Kontraktion konnte 






Abbildung 4.10: A) Darstellung der Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax; B) Darstellung der 
Druckabfallgeschwindigkeit (dP/dtmin) nach neun Wochen. M = Männchen; W = Weibchen; WT = 
Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale 
Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert mit 0,01 an. 
 
Die Druckabfallsgeschwindigkeit dP/dtmin ist ein Parameter der Diastole. Die Messung 
zeigt, ob durch die TAC- Induktion eine Funktionsstörung in der frühdiastolischen 
Relaxation vorliegt (Abbildung 4.10 B).  
In den WT- und den ERβ-/-- Tieren mit TAC war dP/dtmin im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrollgruppe signifikant angestiegen (Abbildung 4.10 B). Diese frühdiastolische Störung 
wurde in beiden Geschlechtern und Genotypen beobachtet. 
Die diastolische Herzfunktion wurde durch die Messung des linksventrikulären 
enddiastolischen Druckes (LVEDP) beurteilt (Abbildung 4.11 A). Dieser stellt einen der 
wichtigsten Parameter der diastolischen Funktion dar. Hierbei handelt es sich um den 
Druck, der am Ende der Diastole (kurz vor Beginn der systolischen Kontraktion) im linken 
Ventrikel gemessen wird.  
Neun Wochen nach TAC- Induktion konnte in den männlichen WT- Tieren eine 
signifikante Zunahme des LVEDP im Vergleich zu den SHAM- Tieren verzeichnet werden. 
Diese Zunahme (11mmHgM/WT/Sham vs. 16,5 mmHgM/WT/TAC) war nur in den männlichen 
Tieren statistisch signifikant. Geschlechterunterschiede konnten nicht dokumentiert 
werden. 
In den ERβ-/-- Tieren zeigte sich eine hochsignifikante Erhöhung des LVEDP in beiden 
Geschlechtern nach TAC- Induktion. In den männlichen Tieren stieg der LVEDP von 
8mmHgM/ERβ-/- /Sham auf 17mmHgM/ERβ-/- /TAC an. In den weiblichen Tieren stieg der 
enddiastolische Druck von 7mmHgW/ERβ-/- /Sham auf 13mmHgW/ERβ-/- /TAC an. Diese Zunahme 





Die Herzfrequenz blieb trotz des invasiven Eingriffs mit Narkotisierung stabil. Negative 
Narkoseeffekte, wie beispielsweise ein starker Abfall der Herzfrequenz, wurden nicht 
beobachtet. Die mittlere Herzfrequenz betrug in allen untersuchten Gruppen 
durchschnittlich 450 Schläge pro min (Abbildung 4.11 B).  
 
Abbildung 4.11: A) Darstellung des linksventrikulären endiastolischen Druckes (LVEDP); B) 
Darstellung der Herzfrequenz nach neun Wochen (bpm). M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; 
ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock-out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= 
Anzahl der Tiere. * gibt den P-Wert mit 0,05 an; ** gibt den P-Wert mit 0,01 an. 
 
Nach der echokardiographischen und hämodynamischen Charakterisierung wurden die 
Tiere getötet und die Organe entnommen.  
Die Lungen wurden sowohl im feuchten als auch im trockenen Zustand gewogen, um 
etwaige Ödembildungen als Folge der induzierten Drucklast zu bestimmen (Tabelle 4.1). 
Nach zwei Wochen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den 
Lungengewichten. Nach neun Wochen konnte eine signifikante Zunahme des 
Lungengewichtes in den WT- Männchen nach TAC beobachtet werden (von 0,21g auf 
0,28g). Das Lungengewicht der ERβ-/-- Männchen nahm nach TAC zu, erreichte jedoch 
keine Signifikanz (0,21g auf 0,26g). Es konnten keine signifikanten 
Geschlechterunterschiede beobachtet werden.  
Zusammenfassung zur Charakterisierung der kardialen Funktion 
In der frühen Phase der Myokardhypertrophie kompensierte das Herz die induzierte 
Drucklast, die Auswurffraktion (EF) zeigte keine Veränderungen. Die systolische Funktion 
des Herzens war nicht beeinträchtigt. Bei anhaltender Drucklast zeigte sich nach vier 
Wochen ein beginnender Verlust der Kontraktilität in beiden Geschlechtern und 





tendenziell stärker in den männlichen Individuen ausgeprägt. Die stärkste Reduktion 
zeigten ERβ-/-- Männchen. 
Der Dilatationsindex (Th/r) wies für die frühe Phase in allen Gruppen eine konzentrische 
Hypertrophie aus. Die andauernde Drucklast führte in den männlichen ERβ-/-- Tieren zur 
Abnahme des Quotienten. Dies ist ein Indiz für eine beginnende Dilatation. Die 
hämodynamischen Messungen ergaben eine systolische und diastolische Dysfunktion in 
den untersuchten Gruppen, unbeeinflusst von Geschlecht und Genotyp. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Tiere molekularbiologisch und biochemisch 
charakterisiert. Für die molekulare Bestimmung einer pathologischen 
Myokardhypertrophie stehen eine Reihe herzspezifischer Molekularmarker zur Verfügung. 
Diese ermöglichen einen Einblick in die Entwicklung einer Myokardhypertrophie oder 
Herzinsuffizienz. 
4.2.5 Molekulare Hypertrophiemarker 
Eine erhöhte Drucklast und andere kardiale Stressfaktoren führen zur Induktion eines 
fetalen hypertrophie- assoziierten Genprogramms. Für die molekulare Bestimmung der 
Myokardhypertrophie wurden folgende typische Markergene gewählt: Atriales 
Natriuretisches Peptid (ANP), Brain Natriuretisches Peptid (BNP), α- Myosin heavy chain 
(Myh6), β- Myosin heavy chain (Myh7). Die Genexpressionen wurden auf das 
Referenzgen HPRT normalisiert. Es wurde die relative Genexpression dargestellt. Die 
Expressionen der Gene für ANP und BNP werden als Marker für die Induktion des 
embryonalen Genprogramms bei linksventrikulärer Hypertrophie betrachtet [169,170,171]. 
Sowohl zwei als auch neun Wochen nach TAC- Induktion erhöhte sich die Expression von 
ANP (Abbildung 4.12 A/B) und BNP (Abbildung 4.12 C/D) signifikant in beiden 
Geschlechtern und Genotypen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
Geschlechterunterschiede oder genotypabhängige Veränderungen wurden nicht 
beobachtet. Im Expressionsmuster von BNP traten zwischen dem Zwei- und Neun- 
Wochen- Zeitpunkt nur interindividuelle Schwankungen, jedoch keine signifikanten 
Unterschiede auf. Ein wesentlicher Unterschied bestand in der verstärkten 







Abbildung 4.12: A) Genexpression von ANP nach zwei Wochen; B) Genexpression von ANP nach 
neun Wochen, C) Genexpression von BNP nach zwei Wochen; D) Genexpression von BNP im 
myokardialen Gewebe nach neun Wochen. Die Darstellung erfolgte in „Boxplots“ siehe auch Kapitel 3.6. M 
= Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = 
Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an; ** 
gibt den P- Wert mit 0,01 an. 
 
Weiterhin wurden die Genexpressionen von Myh7 und Myh6 untersucht (Abbildung 4.13 
A- D). Bei Herzversagen konnte sowohl in Mäusen als auch in Menschen eine 
Verschiebung der „Myosin heavy Chain“- Isoformen beobachtet werden [172,173]. Dabei 








Abbildung 4.13: A) Genexpression von Myh7 nach zwei Wochen; B) Genexpression von Myh7 nach 
neun Wochen; C) Genexpression von Myh6 nach zwei Wochen; D) Genexpression von Myh6 nach 
neun Wochen. Die Darstellung erfolgte in „Boxplots“ siehe auch Kapitel 3.6. M= Männchen; W= Weibchen; 
WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM= Scheinoperiert; TAC= Transversale 
Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an;  
 
Das Expressionsmuster von Myh7 verhielt sich analog zur Genexpression von ANP. Die 
Expression von Myh7 nahm unabhängig vom Genotyp zu beiden Zeitpunkten signifikant 
nach Induktion einer TAC zu (Abbildung 4.13 A/B). Geschlechterunterschiede waren nicht 
feststellbar. Zum Neun- Wochen- Zeitpunkt war die relative Expression von Myh7 im 
Vergleich zum Zwei- Wochen- Zeitpunkt deutlich erhöht und wies eine höhere Streuung 
auf. 
Die Expression von Myh6 blieb zwei und neun Wochen nach Intervention in allen 
untersuchten Gruppen relativ konstant (Abbildung 4.13 C/D). Nach neun Wochen zeigte 
die Expression von Myh6 eine größere Streuung im Vergleich zum Zwei- Wochen- 
Zeitpunkt. Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren nach 





4.2.6 Korrelation morphologischer und molekularer Hypertrophiemarker 
Morphologische und molekulare Hypertrophiemarker zeigen eine starke Korrelation. 
Abbildung 4.15 A und B stellen exemplarisch die Korrelation von ANP und BNP zu 
LVM/TL dar. Die Korrelation (nach Pearson- zweiseitig) zwischen ANP, BNP und LVM/TL 
zeigte ein Signifikanzniveau von p≤ 0,01 an. Das R2 (Bestimmtheitsmaß) beträgt für beide 
Korrelationen annähernd 0,5, das bedeutet: etwa 50% der Streuung von LVM/TL können 
durch eine lineare Abhängigkeit von ANP und BNP erklärt werden. 
 
Abbildung 4.14: A) Korrelation von ANP zu LVM/TL nach neun Wochen; B) Korrelation von BNP zu 
LVM/TL nach neun Wochen.  
 
4.2.7 ERα- Genexpression unbeeinflusst von ERβ- Deletion 
Zu Beginn der Studie sollte der Einfluss der ERβ- Deletion auf die Genexpression des 
Östrogenrezeptors α (ERα) untersucht werden. Damit sollte überprüft werden, ob 
mögliche geschlechtsspezifische Aspekte bei induzierter Drucklast eventuell über ERα 
vermittelt werden können.  
Die Genexpression des ERα zeigte keine Veränderung nach neun Wochen (Abbildung 





























































Abbildung 4.15: Darstellung der relativen ERα- Genexpression nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an; 
 
4.3 Geschlechterunterschiede in der globalen Genexpression 
Biologisch komplexe, molekulare Prozesse lassen sich mittels Mikroarray-Technologie a 
probat beschreiben. Diese hat in den letzten Jahren eine Vielzahl von 
Anwendungsgebieten erschlossen und wird sowohl in der Forschung als auch 
zunehmend in der Diagnostik eingesetzt und bietet die Möglichkeit zur Charakterisierung 
von komplexen Krankheitsbildern. Mikroarrays zur Analyse des Transkriptoms geben 
einen Einblick in die globale Genexpression und die Prozessbeteiligung einer Vielzahl von 
Genen.  
In der vorliegenden Studie wurden für die Mikroarray- Analyse jeweils vier Individuen pro 
Gruppe ausgewählt, diese wiesen ein repräsentatives Expressionsmuster für die 
Hypertrophiemarker ANP, BNP und Myh7 auf. Jede der Proben wurde einzeln auf einem 
Affymetrix RAE 430 2.0 GeneChip Array hybridisiert. Die Analyse erfolgte in vier Schritten 
(Abbildung 4.16). Im ersten Schritt wurde der Einfluss von Geschlecht und Hypertrophie 
getrennt mit SAM untersucht. Anschließend wurde die Interaktion von Geschlecht und 
Hypertrophie in jeweils beiden Genotypen untersucht. Die signifikant regulierten Gene/ 
probe sets wurden mittels Database for Annotation, Visualization, and Integrated 








Abbildung 4.16: Design und statistische Analyse des Mikroarray Experiments. Vier individuelle Proben 
für jede der zu untersuchenden Gruppen wurden auf jeweils einen Affymetrix RAE 430 2.0 GeneChip Array 
hybridisiert. Die statistische Signifikanz für den Einfluss des Geschlechts und der Hypertrophie wurde mittels 
Signifikanzanalyse für Mikroarrays (SAM, FDR<1%) berechnet. Die Interaktion von Geschlecht und 
Hypertrophie in der Expression in WT und ERβ-/- wurde mittels 2-faktorieller ANOVA getestet. Die signifikant 
regulierten Gene (p<0.05) wurde aufgeteilt in die Subsets a-d. Diese gingen in die weitere Analyse von Gene 





Mittels Signifikanzanalyse für Mikroarrays (SAM) wurde in verschiedenen paarweisen 
Vergleichen die Anzahl der durch TAC signifikant regulierten Gene berechnet und in 
Venn-Diagrammen dargestellt. Als Grenzwert zur Definition einer signifikanten Regulation 
diente eine Falsch-Positiv-Rate (FDR) von 1% respektive 5% (ausgehend von 45101 
probe sets) (Abbildung 4.17 A-C).  
 
Abbildung 4.17: Darstellung regulierter probe sets/ Gene des linken Ventrikels. Zusammenfassung der 
Genexpression von WT- Tieren und ERβ-/-- Tieren. Die Kreise repräsentieren die Anzahl der Gene, die in dem 
Verhältnis TAC vs. Sham signifikant verändert sind. Die linken Kreise stellen die in ihrer Expression 
induzierten und reduzierten Gene der WT- Tiere im Vergleich TAC vs. Sham dar. Die rechten Kreise stellen 
die in ihrer Expression induzierten und reduzierten Gene der ERβ-/-- Tiere im Vergleich TAC vs. Sham dar. Die 
Venn-Diagramme in a) zeigen die regulierten probe sets/ Gene getrennt nach Genotyp, unabhängig vom 
Geschlecht; b) stellt die Regulation der probe sets der weiblichen Tiere dar und c) zeigt die Regulation der 






Die Genexpressionsprofile des linken Ventrikels wurden zwischen WT- und ERβ-/-- Tieren 
verglichen. Im ersten Vergleich wurden die beiden Genotypen gegenübergestellt A). In 
beiden Genotypen wurden deutlich mehr Gene in ihrer Expression induziert als 
vermindert. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Zahl der induzierten Gene in den 
ERβ-/-- Tieren wesentlich höher war als in den WT- Tieren (FDR<1%).  
Die nächsten Vergleiche zeigten separat die Regulation der probe sets/ Gene in 
weiblichen Tieren B) sowie männlichen Tieren durch TAC-Induktion C). Die Anzahl der 
induzierten Gene war in beiden Geschlechtern in den ERβ-/-- Tieren im Vergleich zu den 
WT- Tieren erhöht. In der Reduktion der Genexpression zeigten sich deutliche 
Unterschiede im Geschlecht und Genotyp. Die Anzahl der signifikant deregulierten Gene 
war in den weiblichen ERβ-/-- Tiere im Vergleich zu den WT- Tieren kleiner, wohingegen 
die Anzahl der in der Expression reduzierten Gene in den männlichen ERβ-/-- Tieren im 





4.3.1 Regulation der typischen Hypertrophiemarker 
Zunächst wurden die Effekte der TAC-Induktion auf die Expression klassischer 
Hypertrophiemarker in den einzelnen Gruppen analysiert (Abbildung 4.18). Dafür wurde 
jeweils die Expression im Vergleich zur Gruppe mit gleichem Genotyp und Geschlecht 
betrachtet. Typische Hypertrophiemarker, wie α-skeletales Aktin, natiuretisches Peptid 
Präkursor A (ANP), natiuretisches Peptid Präkursor B (BNP), Prokollagen Typ IV, 
Connective tissue growth factor (CTGF) und Transforming Growth Faktor (TGF) wurden in 
allen Gruppen nach TAC signifikant induziert. SERCA und PGC-1α wurden bei 
Hypertrophie reprimiert. Die Falsch-Positiv-Rate nach SAM betrug für TAC vs. Sham < 
1%. 
 
Abbildung 4.18: Grafische Darstellung der induzierten Hypertrophiemarker. Es wurde für jeden 
Expressionswert eines Gens das Verhältnis zum Mittelwert der Vergleichsgruppe gleichen Genotyps und 
Geschlechts berechnet. Eine relative Induktion der Expression ist rot und eine relative Reduktion grün 
dargestellt. Schwarz zeigt eine gleich starke Expression an, Eine hellere Darstellung der Farben stellt eine 
stärke Induktion oder Repression dar.  
4.3.2 Differentielle Genexpression zwischen männlichen und weiblichen Tieren 
In einer kleinen Gruppe von Genen konnte eine unterschiedliche Genexpression zwischen 
den Geschlechtern unabhängig von der Induktion durch TAC und Genotyp gezeigt 
werden. Insbesondere Gene der X-degenerierten Region des Y Chromosoms wurden 
gefunden. Entsprechende Unterschiede ergeben sich aus den detektierten 
geschlechtsspezifischen Varianten der X- und Y- Chromosomen; von einer 
unterschiedlichen Expression im biologischen Sinn (aktives Protein) ist hier grundsätzlich 
nicht auszugehen. Die Falsch-Positiv-Rate nach SAM Statistik betrug für Weibchen vs. 







Abbildung 4.19: Grafische Darstellung der geschlechtsspezifischen Expression. Es wurde für jeden 
Expressionswert eines Gens das Verhältnis zum Mittelwert der Vergleichsgruppe gleichen Genotyps und 
gleicher Behandlung berechnet. Eine relative Induktion der Expression ist rot und eine Reduktion grün 
dargestellt. Schwarz zeigt eine gleich starke Expression an. Eine hellere Darstellung der Farben stellt eine 
stärke Induktion oder Repression dar. 
4.3.3 Geschlechtsspezifische Regulation biologischer Prozesse bei 
Myokardhypertrophie 
Es wurde jeweils in den Genotypen getrennt mittels 2-Faktor ANOVA auf Interaktion von 
Geschlecht (männlich und weiblich) und Hypertrophie (TAC und sham) auf Grundlage der 
Expressionswerte der probe sets getestet. Als Grenzwert für eine signifikante Interaktion 
wurde p<0.05 definiert. Bei den WT- Mäusen waren 898 probe sets signifikant dereguliert 
und bei den ERβ-/-- Mäusen 864., Das Verhältnis aus TAC/sham der männlichen und 
weiblichen Tiere wurde miteinander verglichen, um den Einfluss des Geschlechts in 
diesen beiden Sätzen von Genen besser charakterisieren zu können. Für (TAC/sham 
männlich) > (TAC/Sham weiblich) wurde das erhaltene Subset als relativ stärker in 
männlichen Mäusen und für (TAC/Sham männlich) < (TAC/Sham weiblich) als relativ 
stärker in weiblichen Mäusen exprimiert definiert (Abbildung 4.16). Beispielsweise kann 
relativ stärker exprimiert in weiblichen Tieren bedeuten: eine stärkere Induktion der 
Expression durch TAC, eine schwächere Repression in der Expression durch TAC oder 
eine gegenläufige Expression in Abhängigkeit von TAC. 
Diese 4 Subsets (je zwei pro Genotyp) wurden anschließend in Hinblick auf die Präsenz 
der enthaltenen Gene in Gene Ontology Kategorien (Ebene 3) und KEGG– Signalwegen 
mit DAVID analysiert. Hierbei wurde mit einem Fisher`s exakten Test auf eine mögliche 
Überrepräsentation getestet. 
In den weiblichen WT- Tieren nach Induktion einer Aortenstenose waren hauptsächlich 





Metabolismus eine Rolle spielen. Dazu gehören beispielsweise Proteinmetabolismus, 
Transport, zellulärer Makromolekülmetabolismus und Regulation des Zellmetabolismus.  
In der Ebene 3 der Baumstruktur „zelluläre Komponente“ zeigten die Kategorien 
intrazellulärer Bereich, vor allem aber das Mitochondrium und die innere und äußere 
Mitochondrienmembran die stärkste Anreicherung an Genen. Viele Gene dieser zellulären 
Komponente wurden dem KEGG- Signalweg der oxidativen Phosphorylierung 
zugeordnet. In der genaueren Analyse des Datensets konnte festgestellt werden, dass 
Gene aus den einzelnen Komplexen der oxidativen Phosphorylierung reduziert waren, 
jedoch ein Geschlechterunterschied festgestellt werden konnte: in den weiblichen Tieren 
war die Reduktion weniger stark ausgeprägt als in den männlichen Tieren (siehe 
Abbildung 4.20). Dazu zählen die Gene: NDUF5 (Komplex I- NADH Dehydrogenase), 
NDUF4S (Komplex I- NADH Dehydrogenase), COX7A (Komplex IV- Cytochrom C 
Oxidase), COX10 (Komplex IV- Cytochrom C Oxidase), ATP5K (Komplex 5 ATP-
Synthase). Diese geschlechtsspezifische Expression nach TAC konnte mittels RT-PCR 
validiert werden (Daten nicht gezeigt). 
 
Tabelle 4.2: Darstellung der spezifischen GO-Kategorien weiblicher WT-Tiere nach TAC-Induktion. 
 Kategorie/Signalweg Anzahl der 
probe sets 
P-Wert 
Biologischer Prozess Nukleinbasen, Nukleoside, Nukleotide, 67 0,003 
 Biopolymermetabolismus 85 0,003 
 Membranorganisation und Biogenese 11 0,004 
 Regulation der Genexpression 48 0,004 
 Regulation metabolischer Prozesse 50 0,018 
 Regulation Zellmetabolismus 48 0,022 
 Elektronentransport 12 0,05 
 Oxidative Phosphorylierung 4 0,08 
Zelluläre Komponente intrazellulärer Bereich 182 1,18E-09 
 Mitochondrium 33 0,0001 
 innere Mitochondrienmembran 11 0,02 
 mitochondriale Membran 11 0,03 







Abbildung 4.20: Darstellung der regulierten Gene in der oxidativen Phosphorylierung. Rote Sterne zeigen Gene mit einer relativ stärkeren Expression in den weiblichen WT 





In den männlichen WT- Tieren nach TAC Induktion waren hauptsächlich Gene relativ 
stärker exprimiert, die mit Umbauprozessen des Gewebes (Remodeling) assoziiert sind 
(Tabelle 4.3). In der Einordnung „zelluläre Komponente“ zeigten die Kategorien 
intrazellulärer Bereich, Zytoplasma und der Nukleus die stärkste Anreicherung an Genen. 
Viele Gene dieser zellulären Komponente wurden den KEGG- Signalwegen MAPK 
(Mitogen activated protein kinase)- Signalweg und dem Adherens Junction 
(Adhäsionsverbindungen) -Signalweg zugeordnet. Dazu gehören beispielsweise folgende 
Gene: MAPK 6, FGF (fibroblast growth factor), Filamin, Actin und Catenin. Die 
Expressionen dieser Gene waren in den männlichen Tieren relativ stärker exprimiert als in 
den weiblichen Tieren. 
 
Tabelle 4.3: Darstellung der spezifischen GO-Kategorien männlicher WT-Tiere nach TAC-Induktion. 
 Kategorie/Signalweg Anzahl der 
probe sets 
P-Wert 
Biologischer Prozess Regulation Zellmetabolismus 128 0,000003 
 Regulation Zellproliferation 24 0,00002 
 Negativregulation zellulärer biologischer Prozesse 42 0,0004 
 Anatomische Strukturmorphogenese 486 0,0007 
 Nukleinbasen, Nukleoside, Nukleotide, 107 0,001 
 Regulation Signaltransduktion 21 0,004 
 Muskelfaser Entwicklung 7 0,0506 
 Organmorphogenese 20 0,039 
Zelluläre Komponente intrazellulärer Bereich 256 0,0000004 
 Zytoplasma 173 0,00002 
 Zytoskelett 38 0,002 
 Nukleus 125 0,003 
KEGG- Signalweg MAPK Signalweg (mmu04010)  14 0,02 
 Adhärens junction Signalweg (mmu04520) 7 0,02 
 
In den weiblichen ERβ-/-- Tieren nach Induktion einer TAC wurden hauptsächlich Gene 
stärker exprimiert, deren biologische Prozesse in Umbauprozessen, dem so genannten 
Remodeling, vorzufinden sind (Tabelle 4.4). In der zellulären Komponente zeigten der 
intrazelluläre Bereich sowie der Zellkern die stärkste Anreicherung an Genen. Die größte 
Anzahl der signifikant regulierten Gene konnte der Wnt- Signalkaskade und der p53-
Signalkaskade zugeordnet werden. Dazu gehörten beispielsweise Gene, wie MAPK8, 






Tabelle 4.4: Darstellung der spezifischen GO-Kategorien der weiblichen ERβ-/-TAC-Tiere. 
 Kategorie/Signalweg Anzahl der 
probe sets 
P-Wert 
Biologischer Prozess Biopolymermetabolismus 160 >0,00000001 
 Regulation zellulärer Prozesse 127 >0,00000001 
 Nukleinbasen, Nukleoside, Nukleotide, 
Nukleinsäuremetabolismus 
117 >0,00000001 
 Regulation Transkription 82 0,000006 
 Negativregulation zellulärer Prozesse 38 0,0003 
 Negativregulation zellulärer biologischer 
Prozesse
38 0,0009 
 Regulation Zellzyklus 18 0,003 
 Organellenorganisation und Biogenese 41 0,005 
Zelluläre Komponente intrazellulärer Bereich 246 >0,00000001 
 intrazelluläre membrangebundene Organelle 195 >0,00000001 
 Nukleus 14538 >0,00000001 
 Ubiquitin Ligase Komplex  5 0,02 
KEGG- Signalweg Wnt Signalweg (mmu04310) 14 0,02 
 p53 Signalweg (mmu04115) 7 0,02 
 
Die männlichen ERβ-/-- Tiere wiesen neun Wochen nach TAC-Induktion ein anderes 
globales Expressionsmuster auf als die weiblichen Vergleichstiere. In der Baumstruktur 
„zelluläre Komponente“ zeigten die Kategorien intrazellulärer Bereich, Zytoplasma, 
intrazelluläre membrangebundene Organelle und der Zellkern die größte Anreicherung 
von Genen. Es konnte eine stärkere Expression von Genen beobachtet werden, die 
Apoptose- assoziiert sind. Diese konnten darüber hinaus dem KEGG- Signalweg 
„DRPLA“ zugeordnet werden. Es wurden Apoptose– assoziierte Gene, wie Kaspase 7, 













Tabelle 4.5: Darstellung der spezifischen GO-Kategorien der männlichen ERβ-/-TAC-Tiere 
 Kategorie/Signalweg Anzahl der 
probe sets 
P-Wert 
Biologischer Prozess Biopolymermetabolismus 102 0,00006 
 Regulation zellulärer Prozesse 99 0,000000009 
 Nukleinbasen, Nukleoside, Nukleotide, 76 0,0009 
 Negativregulation biologischer Prozesse 32 0,0002 
 Regulation Zellproliferation 16 0,001 
 Regulation programmierter Zelltod 16 0,006 
 Zellzyklus 18 0,011 
 Zelltod 18 0,05 
Zelluläre Komponente intrazellulärer Bereich 178 0,00000008 
 Zytoplasma 122 0,00001 
 intrazelluläre membrangebundene Organelle 131 0,004 
 Nukleus 86 0,004 
KEGG- Signalweg Dentatorubropallidoluysian Atrophie (DRPLA)  3 0,02 
 Chronische Myeloische Leukämie (mmu05220) 5 0,04 
 
Zusammenfassende Resultate der Mikroarray- Analyse 
Die Analyse der Mikroarray- Daten ergab für die untersuchten Gruppen ein spezifisches 
globales Expressionsmuster nach Induktion einer TAC nach neun Wochen. Tabelle 4.6 
stellt vereinfacht dar, welche biologischen Prozesse im Hinblick auf die Hypertrophie 
aufgrund ihrer relativ höheren Genexpression in den TAC- Gruppen charakteristisch 
waren. 
Tabelle 4.6: Darstellung der gruppenspezifischen biologischen Prozesse neun Wochen nach TAC. 
Gruppe (9W) Biologischer Prozess 
W WT TAC Metabolismus 
M WT TAC Remodeling 
W ERβ-/- TAC Remodeling 
M ERβ-/- TAC Apoptose 
 
4.4 Geschlechtsspezifische Mechanismen bei Myokardhypertrophie und 
Herzinsuffizienz: Regulation des myokardialen Stoffwechsels 
Der kardiale Stoffwechsel wird unter anderem von den PPAR- Isoformen sowie dem Ko- 





deren Produkte wurden zwei und neun Wochen nach Intervention in den Tieren 
analysiert, um den veränderten Stoffwechsel bei kardialer Hypertrophie zu determinieren. 
Die Zielgene der PPAR- Isoformen sind weitgehend Enzyme mit wichtigen Funktionen im 
Fettsäurenimport oder der Fettsäurenbindung. Sie sind an limitierenden Schritten der β- 
Oxidation beteiligt. Dazu gehören CD36, CPTI, ACOX und MCAD. Darüber hinaus 
wurden die Genexpressionen der wichtigsten kardialen Glukosetransporter GLUT1 und 
GLUT4 untersucht. 
4.4.1 Verminderte PPARα- Proteinexpression bei Myokardhypertrophie 
In der frühen Phase der Hypertrophie war die relative Proteinexpression von PPARα in 
fast allen Tiergruppen nach TAC- Induktion signifikant reduziert. Die weiblichen WT- Tiere 
zeigten nach TAC keine reduzierte PPARα- Expression, die Expression blieb nahezu 
unverändert. Damit unterscheidet sich die Expression von PPARα signifikant im Vergleich 
zur männlichen Gruppe (Abbildung 4.21 A). 
In der späten Phase der Hypertrophie ist dieser Geschlechterunterschied nicht mehr 
vorhanden (Abbildung 4.18 B). Die Expression von PPARα war in allen untersuchten 
Gruppen nach TAC- Induktion signifikant vermindert. Die Proteinexpression blieb sowohl 
in der frühen als auch späten Phase der Myokardhypertrophie unbeeinflusst vom 
Genotyp. 
 
Abbildung 4.21: A) Proteinexpression von PPARα im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Proteinexpression von PPARα im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
4.4.2 Reduktion der PPARβ/δ- Proteinexpression in kardialer Hypertrophie 
Die relative Proteinexpression von PPARβ/δ zeigte in den weiblichen WT- und den 





den entsprechenden Kontrollgruppen. Der Genotyp hatte einen deutlichen Einfluss auf die 
PPARβ/δ- Expression. Grundsätzlich war die Proteinexpression von PPARβ/δ in den  
ERβ-/-- Tieren im Vergleich zu den WT- Tieren in allen Tiergruppen signifikant reduziert. 
Zugunsten besserer Übersichtlichkeit wurde hier auf das Eintragen der Signifikanzzeichen 
verzichtet (Abbildung 4.22 A). 
Neun Wochen nach TAC blieb der Genotypeffekt erhalten: Die Expression sank in den 
männlichen und weiblichen WT- sowie den weiblichen ERβ-/-- Tieren nach TAC 
gegenüber den entsprechenden Kontrollgruppen signifikant. Dagegen war die Expression 
von PPARβ/δ in den weiblichen scheinoperierten ERβ-/-- Tieren im Vergleich zur 
männlichen Kontrollgruppe erhöht und erfuhr nach der TAC- Induktion eine Reduktion in 
der Proteinexpression. Die männlichen Tiere dieser Gruppen zeigten keine 
Veränderungen. Daraus folgte ein zusätzlicher Geschlechterunterschied im späten 
Stadium der Hypertrophieentwicklung (Abbildung 4.22 B). 
 
Abbildung 4.22: A) Proteinexpression von PPARβ/δ im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Proteinexpression von PPARβ/δ im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
4.4.3 Geschlechterunterschiede in der PPARγ- Proteinexpression 
Zwei Wochen postoperativ wurde in der PPARγ- Proteinexpression ein 
Geschlechterunterschied in den scheinoperierten WT- Tieren beobachtet. Die Expression 
von PPARγ in den weiblichen Tieren war gegenüber den männlichen Tieren signifikant 
erhöht. In den anderen Versuchsgruppen war keine Veränderung der Proteinexpression 






Abbildung 4.23: A) Proteinexpression von PPARγ im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Proteinexpression von PPARγ im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ- /- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an; ** gibt den P- Wert mit 
0,01 an. 
 
Nach neun Wochen blieb dieser Geschlechterunterschied in der PPARγ- Expression der 
scheinoperierten WT- Tiere erhalten. Die Proteinexpression nach TAC war in beiden 
Geschlechtern der WT- Gruppen reduziert, die weiblichen Tiere zeigten eine 
hochsignifikante Verminderung. In den ERβ-/-- Gruppen reduzierte sich die Expression 
ausschließlich in den männlichen Tieren nach TAC. Die anderen Gruppen wiesen keine 
veränderte Proteinexpression auf (Abbildung 4.23 B) 
4.4.4 Geschlechterunterschiede in PGC1-α- Proteinexpression und Genexpression 
Zwei Wochen postoperativ war in der PGC-1α- Proteinexpression keine Veränderung 
festzustellen (Abbildung 4.24 A). Im Gegensatz dazu zeigte sie zum Neun- Wochen- 
Zeitpunkt starke Veränderungen und war in weiblichen scheinoperierten Tieren im 
Vergleich zur männlichen Kontrollgruppe erhöht. Eine Reduktion von PGC-1α konnte 
nach TAC- Induktion in beiden Geschlechtern beobachtet werden. Die männlichen ERβ-/-- 







Abbildung 4.24: A) Proteinexpression von PGC-1α im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Proteinexpression von PGC-1α im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an; ** gibt den P- Wert mit 
0,01 an. 
Die Genexpression von PGC-1α unterschied sich zum Zwei- Wochen- Zeitpunkt von der 
Proteinexpression. Diese wies keine Veränderungen auf, während die Genexpression von 
PGC-1α in allen Tiergruppen mit Hypertrophie reduziert war. Es wurden keine 
Unterschiede zwischen den Geschlechtern oder Genotypen beobachtet (Abbildung 4.25 
A).  
 
In der späten Phase der Hypertrophie stimmte die Genexpression von PGC1α mit der 
Proteinexpression überein (Abbildung 4.25 B). Die scheinoperierten Tiere wiesen in der 
Genexpression einen Geschlechterunterschied auf. Eine Verminderung der 
Genexpression bei Hypertrophie konnte beobachtet werden. Die beobachteten Effekte 







Abbildung 4.25: A) Genexpression von PGC-1α im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Genexpression von PGC-1α im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = 
Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert von 0,05 an;*** gibt den P- Wert mit 
0,001 an. 
 
4.4.5 Verminderte Genexpression der PPAR- Zielgene 
Die unterschiedlichen Protein- und mRNA- Expressionsmuster der Regulatoren warfen 
die Frage auf, ob deren Zielgene entsprechend exprimiert wurden. PPAR- Zielgene sind 
vor allem Enzyme, die am Fettsäureimport sowie der Fettsäureoxidation beteiligt sind. 
Dazu wurden in dieser Studie die mRNA- Expressionen von CD36, ACOX, CPT1, MCAD 
und anderer bekannter Zielgene untersucht. Die grafische Darstellung erfolgte 
exemplarisch für CD36 und ACOX (Abbildung 4.26 A- D).  
Die CD36- Genxpression war zum Zwei- Wochen- Zeitpunkt in den TAC- Tieren reduziert 
(A). Diese Reduktion war ohne Einfluss durch Geschlecht oder Genotyp und blieb nach 
neun Wochen in den WT- TAC- Tieren erhalten (B). Diese blieb jedoch in den ERβ-/-- 
Tieren aus. Hier zeigte sich im Vergleich eine verminderte Genexpression der weiblichen 
Tiere gegenüber den männlichen Individuen nach neun Wochen. Die Genexpression von 
ACOX äußerte sich zum frühen Zeitpunkt ebenfalls in einer signifikanten Reduktion (C), 
diese war nach neun Wochen nur noch tendenziell zu beobachten (D). Es zeigten sich 







Abbildung 4.26: A) Genexpression von CD36 nach zwei Wochen; B) Genexpression von CD36 nach 
neun Wochen; C) Genexpression von ACOX nach zwei Wochen; D) Genexpression von ACOX im 
myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = 
Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; 
n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
Die Expressionen weiterer am Fettstoffwechsel beteiligter Gene, wie CPT1 und MCAD, 
wiesen ähnliche Expressionsmuster wie ACOX auf. Diese Expressionen waren nach 
TAC- Induktion stark vermindert und blieben vom Geschlecht und Genotyp unbeeinflusst. 
 
4.4.6 Einfluss von Geschlecht und Genotyp auf den Glukosestoffwechsel 
Die Genexpression des insulinabhängigen Glukosetransporters GLUT4 veränderte sich 
zum Neun- Wochen- Zeitpunkt nicht (Abbildung 4.27 A). Dagegen konnte in der 
Genexpression des insulinunabhängigen Transporters GLUT1 ein Abfall in der 
Genexpression nach TAC in fast allen Gruppen beobachtet werden, lediglich die 





Verminderung (Abbildung 4.27 B). Damit konnte in den WT- Tieren mit 
Myokardhypertrophie ein Geschlechterunterschied in der GLUT1- mRNA- Expression 
demonstriert werden. Dieser blieb in den Tieren mit ERβ- Deletion aus.  
 
 
Abbildung 4.27: A) Genexpression von GLUT1 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen; B) 
Genexpression von GLUT4 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen im kardialen Gewebe. M = 
Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; 
TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
Zusammenfassung zur Untersuchung der Regulation des kardialen Stoffwechsels 
in der Hypertrophieentwicklung 
Die Regulation des myokardialen Stoffwechsels oblag hinreichenden Veränderungen in 
der Protein- und Genexpression seiner Regulatoren und ihrer Zielgene während der 
Entwicklung einer Hypertrophie und der Progression in die Herzinsuffizienz. Die 
Untersuchung der PPAR- Isoformen und ihrer Zielgene äußerte sich zum späten 
Zeitpunkt, der maladaptiven Hypertrophie, hauptsächlich in einer Reduktion ihrer 
Expression. In der frühen adaptiven Phase der Hypertrophieentwicklung konnten sehr 
unterschiedliche Effekte in der Expression der PPAR- Isoformen beobachtet werden. Die 
Proteinexpression von PPARα war in fast allen TAC- Gruppen reduziert, lediglich die 
weiblichen WT- Tiere zeigten keine Veränderung in der Expression. Die PPARβ/δ- 
Proteinexpression war in der WT- Gruppe nach TAC– Induktion nur in den weiblichen 
Tieren vermindert. In den ERβ-/-- Tieren war die Expression von PPARβ/δ nur in den 
männlichen Tieren nach TAC reduziert.  
Die Proteinexpressionen von PPARγ und PGC-1α wiesen im adaptiven Stadium der 
Hypertrophie keine starken Veränderungen auf. Eine Auffälligkeit zeigte sich jedoch in der 
PPARγ- Proteinexpression nach zwei Wochen. Hier konnte ein Geschlechterunterschied 





Hervorzuheben ist an dieser Stelle, dass nur zu dem späten Zeitpunkt in der Expression 
von PPARα, PPARγ und PGC-1α scheinoperierter Tiere ein Geschlechterunterschied 
festgestellt wurde. Ein Einfluss des Genotyps konnte ausschließlich in der Expression von 
PPARβ/δ beobachtet werden. Die Genexpressionen der Zielgene zeichneten sich durch 
eine Reduktion bei Hypertrophie aus. 
Der kardiale Glukosestoffwechsel, charakterisiert durch die Genexpressionen von GLUT1 
und GLUT4, zeigte bei Hypertrophie nur einen Einfluss auf die GLUT1- Genexpression: 
Bei Hypertrophie war eine Verminderung der Expression in den TAC- Gruppen zu 
beobachten. Lediglich in den weiblichen WT- Tieren nach TAC blieb die Expression von 
GLUT1 unbeeinflusst. Die Genexpressionen des Glukosetransporters GLUT4 zeigten 





Geschlechtspezifische Mechanismen bei Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz: 
Umbau der EZM  
Zur Beschreibung struktureller Veränderungen des Myokards wurden Gewebeschnitte der 
linken Ventrikel der Tiere histologisch auf kardiale Fibrosebildung untersucht.  
Die Genexpressionen von Enzymen bzw. Komponenten der extrazellulären Matrix, die 
maßgeblich an Remodeling- Prozessen beteiligt sind, wurden einer Analyse unterzogen. 
Insbesondere waren dafür die Genexpressionen der Kollagene Col1 und Col3, der für den 
Um- und Abbau der kollagenen Strukturen verantwortlichen Matrixmetalloproteinasen 
(MMP) sowie deren Inhibitoren (TIMP) zwei und neun Wochen nach Intervention 
interessant. 
4.4.7 Geschlechterunterschiede in der Fibroseentwicklung 
Kollagenstrukturen wurden mit Sirius Rot angefärbt (je zwei Gewebequerschnitte von je 
acht Tieren pro Gruppe), um den Gesamtkollagengehalt im Myokardgewebe beurteilen zu 
können (Abbildung 4.29, Abbildung 4.30). Die digitale Auswertung, wie unter 3.5.2 






































































Abbildung 4.28: Grafische Darstellung des Gesamtkollagengehalts (Fibrosescore) neun Wochen nach 
TAC. M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = 
Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
Anhand des kalkulierten Fibrosescores und der histologischen Präparate war ersichtlich, 





WT- Tieren existiert. Die weiblichen Tiere verfügten über einen signifikant höheren 
Kollagengehalt (10%) als die männliche Kontrollgruppe (3%). Durch die Induktion der TAC 
stieg der Kollagengehalt und somit das Ausmaß der Fibrose in den männlichen Tieren 
drastisch an (17%), wohingegen der Kollagengehalt in den weiblichen Tieren nahezu 
unverändert blieb (11%). Ein Geschlechterunterschied konnte somit auch nach TAC- 
Induktion in den WT- Tieren festgestellt werden. 
In den scheinoperierten ERβ-/-- Tieren konnte kein signifikanter Geschlechterunterschied 
im Kollagengehalt beobachtet werden. Die weiblichen Tiere wiesen dennoch einen 
höheren Anteil an kollagenen Strukturen (7%) als die männlichen Tiere (4%) auf. 
Bemerkenswerterweise war der Kollagengehalt der weiblichen scheinoperierten ERβ-/- 
niedriger als der weiblichen WT- Tiere (p≤ 0.03 Mann- Whitney- U- Test). Nach TAC- 
Induktion konnte in beiden Geschlechtern ein signifikanter Anstieg an kollagenen 
Strukturen und somit eine Zunahme der Fibrose festgestellt werden. Die Zunahme war in 
den weiblichen Tieren im Vergleich zu den Männchen mit TAC signifikant höher (20% vs. 
9%). Im Umkehrschluss entwickelten die männlichen Tiere mit ERβ- Deletion weniger 
Fibrose als die dazugehörige weibliche Kontrollgruppe. 
Es konnten somit im basalen Zustand und neun Wochen nach TAC sowohl 
Geschlechterunterschiede als auch genotypabhängige Unterschiede in der Ausprägung 
der Fibrose festgestellt werden.  
In Abbildung 4.29 und Abbildung 4.30 sind die Sirius- Rot Färbung an histologischen 
Schnitten in WT- und ERβ-/-- Tieren zum Neun- Wochen- Zeitpunkt dargestellt. Diese zeigt 
exemplarisch die Kollagenfärbungen an je sechs Tieren pro Gruppe, unterschieden nach 


















4.4.8 Anstieg der Kollagenexpression bei Myokardhypertrophie 
Nach zwei Wochen wies die relative Genexpression von Col1 und Col3 ein sehr ähnliches 
Muster auf. Ein Geschlechterunterschied in den Expressionen erreichte in den 
scheinoperierten WT- Tieren für Col1 ein Signifikanzniveau und konnte für Col3 
tendenziell festgestellt werden. Die weiblichen Kontrolltiere wiesen eine höhere 
Expression als die männliche Kontrollgruppe auf. Durch die Induktion der TAC stieg die 
Expression der Kollagene in den männlichen Tieren erheblich an. In den weiblichen 
Tieren zeigten sich hingegen keine signifikanten Veränderungen. 
 
 
Abbildung 4.31: A) Genexpression von Col1 nach zwei Wochen; B) Genexpression von Col1 nach 
neun Wochen; C) Genexpression von Col3 nach zwei Wochen; D) Genexpression von Col3 nach neun 
Wochen im myokardialen Gewebe. M = Männchen; W = Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen 
Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * 





Die späte Phase der Hypertrophie kennzeichnete ein starker Anstieg von Col1 und Col3. 
Signifikante Unterschiede in Geschlecht und Genotyp fehlten. Die relative Genexpression 
von Col1 und Col3 nahm nach neun Wochen im Vergleich zum Zwei- Wochen- Zeitpunkt 
stark zu. 
4.4.9 Veränderte Genexpression der Matrixmetalloproteinasen 
Die Metalloproteinasen, die für den Ab- und Umbau der Kollagene in der extrazellulären 




Abbildung 4.32: A) Genexpression von MMP2 im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Genexpression von MMP2 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = Weibchen; 
WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale 
Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
Zwei Wochen nach Induktion der TAC konnte in beiden Genotypen eine erhöhte 
Genexpression von MMP2 beobachtet werden (Abbildung 4.32 A). Dieser Anstieg 
erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Zum Neun- Wochen- Zeitpunkt 
manifestierte sich diese Erhöhung als signifikante Veränderung (Abbildung 4.32 B). Zu 
keinem Zeitpunkt waren Unterschiede zwischen den Geschlechtern und Genotypen zu 
beobachten. 
Die MMP9- Expression war zwei Wochen nach Induktion einer TAC durch starke 
interindividuelle Schwankungen gekennzeichnet. Die männlichen WT- Tiere mit TAC 
zeigten eine tendenziell erhöhte Expression gegenüber der Kontrollgruppe. In den 
anderen untersuchten Gruppen waren keine Veränderungen in der Genexpression zu 







Abbildung 4.33: A) Genexpression von MMP9 im myokardialen Gewebe nach zwei Wochen; B) 
Genexpression von MMP9 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W = Weibchen; 
WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= Transversale 
Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
Neun Wochen nach Intervention zeigte sich die Genexpression von MMP9 in den WT- 
Tieren aller Gruppen unverändert. Die Genexpression in den ERβ-/-- Tiere war nach TAC–
Induktion jedoch signifikant vermindert. Diese Reduktion zeigte sich unabhängig vom 
Geschlecht. 
4.4.10 Gesteigerte Expression der Matrixmetalloproteinasen Inhibitoren 
Die Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen, TIMP1 und TIMP2, interagieren mit einigen 
Mitgliedern der Metalloproteinasen. Es ist bekannt, dass TIMP2 mit MMP1, MMP2, MMP9 
und vielen anderen interagieren, wohingegen TIMP1 vor allem MMP9 inhibiert. Bilden die 
TIMP mit den Metalloproteinasen Komplexe, so sind diese irreversibel inaktiviert[7].  
Die Genexpressionen von TIMP1 und TIMP2 zeigten zu beiden untersuchten Zeitpunkten 
ein unterschiedliches Expressionsmuster. TIMP1 wurde nach zwei und neun Wochen 
nach TAC in beiden Geschlechtern und Genotypen signifikant stärker exprimiert 
(Abbildung 4.34 A/B), wobei der frühere Zeitpunkt ein höheres Expressionsniveau zeigte 






Abbildung 4.34: A) Darstellung der Genexpression von TIMP1 im myokardialen Gewebe nach zwei 
Wochen; B) Genexpression von TIMP1 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W 
= Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 
Transversale Aortenkonstriktion; n= Anzahl der Tiere. * gibt den P- Wert mit 0,05 an. 
 
Die TIMP2- Genexpression war nach zwei Wochen nur in der männlichen WT- Gruppe 
erhöht (Abbildung 4.35 A). In den anderen Gruppen zeigte sich keine veränderte 
Genexpression. Nach neun Wochen stieg die Expression von TIMP2 nach TAC in allen 
Gruppen mit Ausnahme der männlichen ERβ-/-- Tiere signifikant an (Abbildung 4.35 B). 
Ein signifikanter Geschlechterunterschied wurde nicht beobachtet. Diese Effekte blieben 
ohne Einfluss des Genotyps. 
 
Abbildung 4.35: A) Darstellung der Genexpression von TIMP1 im myokardialen Gewebe nach zwei 
Wochen; B) Genexpression von TIMP1 im myokardialen Gewebe nach neun Wochen. M = Männchen; W 
= Weibchen; WT = Wildtyp; ERβ-/- = Östrogen Rezeptor β Knock- out; SHAM = Scheinoperiert; TAC= 





Zusammenfassung zur Untersuchung des kardialen Remodeling bei 
Myokardhypertrophie und der Progression in die Herzinsuffizienz 
 
Im basalen Zustand und neun Wochen nach TAC konnten sowohl 
Geschlechterunterschiede als auch genotypabhängige Unterschiede in der 
Fibroseentwicklung festgestellt werden. Scheinoperierte WT- Weibchen besaßen einen 
höheren Kollagengehalt als die männliche Vergleichsgruppe. Nach TAC- Induktion 
erhöhte sich der interstitielle Kollagengehalt nur in den männlichen WT- Tieren. Mit dem 
Verlust des ERβ ging der Geschlechterunterschied in den scheinoperierten Tieren 
verloren, führte jedoch nach TAC- Induktion zu einem deutlichen Anstieg des interstitiellen 
Kollagengehalts in beiden Geschlechtern. Dabei entwickelten die weiblichen ERβ-/-- TAC- 
Tiere eine stärkere Fibrose als die männliche Vergleichsgruppe. 
In den Genexpressionen von Enzymen bzw. Komponenten der extrazellulären Matrix, die 
maßgeblich an Remodeling- Prozessen beteiligt sind, konnten deutliche Unterschiede 
zwischen der adaptiven und maladaptiven Phase der Hypertrophie beobachtet werden.  
Die Kollagene Col1 und Col3 zeigten zwei Wochen nach TAC ein Expressionsmuster auf, 
das vergleichbar mit dem Fibsosescore ist. Nach neun Wochen nahm die relative 
Genexpression von Col1 und Col3 in den TAC- Gruppen im Vergleich zum Zwei- 
Wochen- Zeitpunkt stark zu. Unterschiede im Geschlecht und Genotyp blieben aus. 
Die Genexpressionen von MMP2 und MMP9 blieben zum frühen Zeitpunkt unverändert, 
zum späten Zeitpunkt wurden dagegen gegenläufige Expressionen von MMP2 und MMP9 
festgestellt: Nach TAC- Induktion stieg MMP2 in beiden Geschlechtern und Genotypen 
an, während MMP9 tendenziell in den WT- Tieren und signifikant in den ERβ-/-- Tieren 
reduziert war. Ihre Inhibitoren TIMP1 und TIMP2 zeigten zu beiden Zeitpunkten 
verschiedene Expressionsdaten: TIMP1 war zu beiden Zeitpunkten signifikant in beiden 
Geschlechtern nach TAC angestiegen. Diese Effekte waren nicht vom Genotyp 
beeinflusst. TIMP2 dagegen war nach zwei Wochen nur in der männlichen WT- Gruppe 
erhöht und nach neun Wochen stieg die Expression von TIMP2 nach TAC in allen 
Gruppen mit Ausnahme der männlichen ERβ-/-- Tiere signifikant an. 
4.5 Geschlechtsspezifische Prozesse bei Myokardhypertrophie und 
Herzinsuffizienz: Apoptose 
Im insuffizienten Herzen sind ein pathologisches Wachstum der Kardiomyozyten und 
gesteigerter Zellverlust durch programmierten Zelltod (Apoptose) biologische Antworten 
auf eine andauernde Drucklast [147,148,150,174]. Die Mikroarray- Analysen präsentierten 
apoptotische Prozesse und Signalkaskaden ausschließlich in männlichen ERβ-/-- Tieren 





Die Daten aus dem Mikroarray wurden durch einen TUNEL- Assay verifiziert und 
visualisiert. Mit diesem Assay kann die Fragmentierung der DNA im Zellkern 
nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.5.4). Daher sollte überprüft werden, ob der 
programmierte Zelltod nur in den männlichen Tieren mit ERβ- Deletion bei anhaltender 
Drucklast induziert wurde.  
In der späten Phase der Hypertrophie konnte in allen untersuchten Gruppen 
ausschließlich in den männlichen ERβ-/-- Tieren mit TAC gehäuft fragmentierte DNA in 
den Zellkernen nachgewiesen werden (Abbildung 4.36 a- c). In den anderen Gruppen 
zeigten sich hingegen nur vereinzelt oder keine apoptotischen Signale (Abbildung 4.36 d- 







Abbildung 4.36: TUNEL-Assay an histologischen Schnitten nach neun Wochen. Darstellung 
repräsentativer Schnitte aus den ERβ-/-- Tieren nach Hypertrophie-Induktion. a/d) Grün-TdT Enzym anti 
FITC;b/e) blau-Kernfärbung mit DAPI; c/f) Overlay. 
 
 
Abbildung 4.37: TUNEL-Assay an histologischen Schnitten nach neun Wochen. Darstellung 
repräsentativer Schnitte aus den WT- Tieren nach Hypertrophie-Induktion. a/d) Grün-TdT Enzym anti FITC; 






Die scheinoperierten Tiere sowie die Negativkontrolle zeigten kein apoptotisches Signal, 
während in der Positivkontrolle eindeutig der programmierte Zelltod nachweisbar war.  
 
Abbildung 4.38: TUNEL-Assay an histologischen Schnitten nach neun Wochen. Darstellung eines 
repräsentativen Schnitts männlicher scheinoperierter ERβ-/-- Tiere. a) Grün-TdT Enzym anti FITC; b) 






Eine Vielzahl experimenteller Studien untersuchte die Rolle von Östrogen nach 
myokardialem Infarkt (MI), in Myokardhypertrophie und linksventrikulärem Remodeling, da 
kardiovaskuläre Erkrankungen Frauen und Männer auf unterschiedliche Weise betreffen. 
Wie klinische Studien zeigten, sind die wesentlichen Geschlechterunterschiede das 
Erscheinungsalter der Krankheit, die Symptomatik und der Krankheitsverlauf. Die Gründe 
dafür sind noch weitgehend unklar; ein Einfluss der Geschlechtshormone und ihrer 
Rezeptoren erscheint wahrscheinlich. Das Interesse experimenteller Studien richtete sich 
vorrangig auf die potentielle kardioprotektive Wirkung des Östrogens [54, 57, 58]. 
Viele Befunde zeigten, dass eine Myokardhypertrophie durch Östrogen vermindert       
wird [54,57,58,175,176]. Dies deutet auf eine protektive Wirkung des Östrogens hin. 
Jedoch nur eine limitierte Anzahl von Studien konzentrierte sich bisher auf die genauen 
Rollenverteilungen der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ sowie geschlechtsspezifische 
Aspekte bei der Entstehung und Progression der Myokardhypertrophie. ERβ scheint dabei 
eine schützende Funktion einzunehmen, dies wurde für ERα bislang nicht 
bestätigt[56],[57] [58]. 
Die vorliegende Studie verfolgte das Ziel, Geschlechterunterschiede bei der Entwicklung 
der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz und die damit verbundenen myokardialen 
Veränderungen sowie den Einfluss des Östrogenrezeptors β zu determinieren. Aus 
diesem Grund bildeten männliche und weibliche ERβ-/-- und WT- Mäuse die Basis der 
Analysen.  
Es gibt zahlreiche Möglichkeiten, in der Maus in vivo eine pathologische linksventrikuläre 
Hypertrophie zu erzeugen, beispielsweise durch pharmakologische Manipulation, 
myokardialen Infarkt oder abdominale bzw. transversale Aortenkonstriktion. In dieser 
Arbeit wurde eine Myokardhypertrophie durch eine transversale Aortenkonstriktion (TAC) 
induziert. Diese Methodik ist ein anerkanntes und reproduzierbares Modell zur Induktion 
einer drucklast- induzierten Myokardhypertrophie [160,161]. Diese ist zumindest in einigen 
Gesichtspunkten der humanen Myokardhypertrophie nach Aortenstenose vergleichbar, 
auch bei dieser sind Geschlechterunterschiede beschrieben [15,16,17,18,19]. 
5.1 Geschlechterunterschiede in der Morphologie und Funktion bei 
Myokardhypertrophie und der Progression in die Herzinsuffizienz 
Die frühe Phase der Myokardhypertrophie war durch eine morphologische Adaption des 
Myokards auf eine erhöhte Drucklast geprägt. Es entwickelte sich eine konzentrische oder 
adaptive Hypertrophie: Herzgewichte, linksventrikuläre Masse (LVM) sowie die 





Eine Dilatation des linken Ventrikels (Abbildung 4.8) war dabei nicht zu sehen. 
Charakteristisch für diese Hypertrophieform ist der Erhalt der Herzfunktion, was durch 
echokardiographische Untersuchungen der systolischen Funktion bestätigt werden 
konnte. Es wurden keine Geschlechterunterschiede nachgewiesen. Diese Befunde 
stimmen mit der Literatur überein [177]. 
5.1.1 Geschlechterunterschiede in der späten Phase der Myokardhypertrophie: 
Morphologie und Funktion 
Bei anhaltender Drucklast entwickelt sich die konzentrische Hypertrophie zur 
maladaptiven Hypertrophie, die häufig mit Herzinsuffizienz einhergeht. Bedeutendes 
Merkmal einer Herzinsuffizienz ist eine Dilatation des linken Ventrikels, verbunden mit 
einer Störung der systolischen und diastolischen Funktion [2]. Diese tritt im vorliegenden 
Modell nach neun Wochen auf. Hier zeigen sich erstmals Geschlechterunterschiede in der 
Funktion. 
Die späte Phase der Untersuchung zeigte die beschriebene Ausprägung der 
linksventrikulären konzentrischen Hypertrophie mit einem signifikanten 
Geschlechterunterschied in den WT- Tieren nach TAC. Hier wiesen die männlichen Tiere 
ein höheres Ausmaß der Myokardhypertrophie als die weiblichen Tiere auf. Diese 
Resultate stimmen zumindest partiell mit den Studien von Skavdahl et. al [60] überein, die 
eine geschlechtsabhängige Myokardhypertrophie mit Funktionsverlust in ihren Tieren 
zeigen konnten, die jedoch bei ähnlicher Behandlung bereits nach zwei Wochen auftrat. 
Nun stellt sich an dieser Stelle die Frage, wie sich das spätere Auftreten des 
Geschlechterunterschiedes in der Hypertrophieentwicklung in der vorliegenden Studie im 
Vergleich zur Studie von Skavdahl et. al erklären lässt [158]. Der Unterschied in der 
zeitlichen Ausprägung der Hypertrophie könnte auf die Methodik zurückzuführen sein: 
Skavdahl et al. verwendeten in ihrer Studie eine 27-Gauge-Nadel, während hier eine 26-
Gauge-Nadel benutzt wurde. Demnach war die Konstriktion der Aorta bei Skavdahl et. al 
sehr viel stärker als in der vorliegenden Studie und führte damit zu einer früheren und 
stärkeren Myokardhypertrophie. 
Die Charakterisierungen der systolischen und diastolischen Funktion durch 
Echokardiographie und Hämodynamik zeigten, dass sich die Tiere im Übergang von der 
kompensierten zur dekompensierten Hypertrophie befanden. Dies wurde insbesondere für 
die ERβ-/--Männchen deutlich. Alle untersuchten TAC- Gruppen zeigten einen starken 
Abfall der EF, wobei das Absinken der EF in den männlichen ERβ-/-- Tieren am stärksten 
ausgeprägt war. Die Parameter dp/dtmax und dp/dtmin waren in allen Versuchsgruppen 
nach TAC- Induktion deutlich erhöht. Das spricht für eine Erhöhung der Kontraktilität, die 





Des Weiteren war der linksventrikuläre enddiastolische Druck in den männlichen Tieren 
erhöht. Die stärkste diastolische Dysfunktion wiesen erneut die Männchen mit ERβ-
Deletion auf. Dies könnte Ausdruck der vermehrten Fibrose sein. Somit finden sich 
deutliche Hinweise auf eine systolische und diastolische Herzinsuffizienz nach neun 
Wochen in männlichen und weiblichen WT- und ERβ-/-_ Tieren, die am stärksten in den 
männlichen ERβ-/-- Tieren ausgeprägt ist. 
5.1.2 Östrogenrezeptor β moduliert die kardiale Antwort bei induzierter Drucklast 
geschlechtsspezifisch 
In diesem Mausmodell konnte ein Einfluss des ERβ auf die Hypertrophieentwicklung und 
auf die Funktion des Myokards in der späten Phase, zum Zeitpunkt von neun Wochen 
nach TAC, festgestellt werden.  
Im Gegensatz zu den WT- Tieren zeigten die ERβ-/-- Tiere keinen 
Geschlechterunterschied in der Hypertrophieentwicklung. Weibliche ERβ-/-- Tiere mit TAC 
entwickelten jedoch eine stärkere Hypertrophie als WT- Tiere gleicher Behandlung und 
gleichen Geschlechts. Bei den männlichen Tieren mit TAC beider Genotypgruppen kehrte 
sich dieser Effekt um: Männliche ERβ-/-- Tiere wiesen einen Trend zu geringerer 
Hypertrophieentwicklung als männliche WT- Tiere auf.  
Diese Ergebnisse erscheinen zunächst widersprüchlich, unter Bezugnahme der relativen 
Wanddicken (Wanddicke in Bezug auf den Ventrikeldurchmesser - Th/r) jedoch plausibel. 
Neun Wochen nach TAC konnte beobachtet werden, dass weibliche ERβ-/-- Tiere einen 
höheren Anstieg des Th/r-Quotienten aufwiesen als die weiblichen WT- Tiere. Dies 
bedeutet, dass eine weitere Zunahme der Wanddicke stattgefunden haben muss, diese 
Tiere wiesen eine fortgeschrittene konzentrische Hypertrophie auf. Im Gegensatz dazu 
war eine Abnahme des Quotienten in den männlichen ERβ-/-- Tieren im Vergleich zu den 
männlichen WT- Tieren zu sehen. Diese Beobachtung lässt auf eine Abnahme der 
Wanddicke bzw. auf eine Vergrößerung des Lumens schließen. Das sind Merkmale für 
eine exzentrische Hypertrophie, das heißt Dilatation des linken Ventrikels. Demnach ist in 
den männlichen ERβ-/-- Tieren bereits der Beginn einer Herzinsuffizienz zu erkennen. 
Ähnliche Beobachtungen konnten Skavdahl et al. machen [60]. Sie zeigten in ihrer 
experimentellen Studie mit WT- und ERβ-/-- Mäusen zwei Wochen nach Induktion einer 
Aortenstenose, dass die weiblichen ERβ-/-- Mäuse eine signifikant stärkere konzentrische 
Hypertrophie entwickelten als weibliche Wildtyp- Tiere. Dies spricht dafür, dass ERβ bei 
linksventrikulärer Hypertrophie einen protektiven Effekt bei weiblichen Mäusen vermittelt. 
Im Gegensatz dazu hatte der Verlust des ERβ bei männlichen Mäusen mit TAC keinen 
Effekt auf die Hypertrophieentwicklung [60]. In der vorliegenden Arbeit führte der Verlust 





verstärkte sich tendenziell bei kardialer Hypertrophie. Die Auswurffraktion (EF) der 
männlichen ERβ-/-- TAC- Tiere war die niedrigste aller untersuchten Tiergruppen. 
Weibliche Sham- und TAC- Tiere konnten hingegen die systolische Herzfunktion besser 
erhalten. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass männliche ERβ-/-- Tiere nach 
Induktion einer TAC eine schlechtere linksventrikuläre Funktion, verbunden mit einer 
signifikanten Dilatation des Ventrikels, als weibliche ERβ-/-- Tiere zeigten. 
Diese Befunde deuten auf eine negative Entwicklung in der Ausprägung einer 
Myokardhypertrophie bei fehlendem ERβ in beiden Geschlechtern. Der Krankheitsverlauf 
von adaptiver zur maladaptiven Hypertrophie sowie die Progression zur beginnenden 
Herzinsuffizienz scheinen in ERβ-/-- Tieren schneller voranzugehen und der relative 
Schutz der weiblichen Tiere ist aufgehoben. Man könnte daraus schließen, dass ERβ 
einen protektiven Einfluss auf die Hypertrophieentwicklung in weiblichen sowie in 
männlichen Tieren ausübt und die Progression der Hypertrophie verlangsamt. Pelzer et 
al. demonstrierten an weiblichen ERβ-/-- Mäusen eine hohe Mortalität und ein erhöhtes 
Auftreten von Markern für Herzversagen nach myokardialem Infarkt (MI) [59]. Der Verlust 
von ERβ scheint sich bei MI ebenfalls nachteilig auszuwirken. Die Beobachtungen der 
vorliegenden Studie verbunden mit denen in der Studie von Pelzer et. al sprechen für die 
Hemmung einer chronischen Herzinsuffizienz durch ERβ.  
In einer Vielzahl von Studien wird die kardioprotektive Wirkung von ERβ belegt und 
Östrogen eine positiv modulierende Wirkung im hypertrophierten und infarzierten Herzen 
durch die Vermittlung über ERβ anerkannt [56,57,58,178]. Babiker et al. behandelten 
weibliche, ovarektomierte ERα-/-- und ERβ-/-- Mäuse vier Wochen nach Induktion einer 
Aortenstenose mit E2 und verzeichneten eine signifikante Reduktion der 
Myokardhypertrophie in den ERα-/--, nicht jedoch in den ERβ-/-- Tieren [56]. Die Autoren 
nehmen eine durch ERβ vermittelte Schutzfunktion von E2 im murinen Herzen an. In einer 
weiteren Studie von Babiker et al. wurde die Auswirkung einer Östrogenbehandlung auf 
die Infarktgröße und das kardiale Remodeling untersucht [57]. Zur Determinierung der 
potentiellen Rolle beider Östrogenrezetoren wurden erneut ERα-/-- und ERβ-/-- Mäuse 
untersucht. Die Behandlung mit E2 verminderte die Infarktgröße in ERα-/-- und WT- Tieren 
gleichermaßen; in den ERβ-/-- Tieren hingegen vergrößerte sich das Infarktareal. 
Weiterhin erhöhte sich durch die Gabe von E2 die Mortalität in den ERα-/--, nicht jedoch in 
den ERβ-/-- Mäusen. Es wurde erneut postuliert, dass ERβ die modulierenden Effekte von 
E2 im infarzierten Herz vermittelt. 
Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte aus der vorliegenden Studie ein Modell zur 







Abbildung 5.1: Schematische Darstellung eigener Hypothesen zur geschlechtspezifischen 
Hypertrophieentwicklung im Mausmodell. Bei Druckbelastung, durch Induktion einer transversalen 
Aortenkonstriktion (TAC), wird eine Zunahme der Wanddicke in beiden Geschlechtern nach zwei Wochen 
beobachtet: konzentrische Hypertrophie. Nach Neun Wochen sind Geschlechterunterschiede und der Einfluss 
von Östrogenrezeptor β in der Ausprägung der Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz festzustellen.  
 
In diesem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ERβ einen kardioprotektiven Einfluss 
auf die Adaption des männlichen Herzens hat und bestätigt die in der Literatur 
zugeschriebene schützende Rolle von ERβ für das weibliche Herz.  
5.2 Geschlechterunterschiede in der globalen Genexpression 
Neun Wochen postoperativ wurde ein spezifisches Genexpressionsprofil für die 
untersuchten Tiergruppen identifiziert (vgl. Kapitel 4.3). 
Die Anwendung des Mikroarray- Verfahrens zeigte deutlich die wichtige Rolle des 
Östrogenreptors β in der Entwicklung der Myokardhypertrophie. Die bisherige Auswertung 
der gewonnenen Daten demonstriert, dass das globale Genexpressionsprofil bei 
Myokardhypertrophie zwischen den Geschlechtern und den Genotypen unterschiedlich 
ist. In allen untersuchten Tiergruppen mit einer kardialen Hypertrophie konnten zum 
Neun-Wochen-Zeitpunkt jeweils spezifische Expressionsmuster festgestellt werden. In 
jeder der einzelnen TAC- Gruppen wurden stets bestimmte Gene spezifisch reguliert, die 
eindeutig biologischen Prozessen und Signalwegen zugeordnet werden konnten. Diese 





In den weiblichen WT- Tieren nach Induktion einer Aortenstenose waren hauptsächlich 
Gene relativ stärker exprimiert, die in verschiedenen metabolischen Prozessen eine Rolle 
spielen. Dazu gehörten beispielsweise Proteinmetabolismus, Regulation des 
Zellmetabolismus und der kardiale Stoffwechsel. Die zellulären Komponenten zeigten die 
Kategorien des intrazellulären Bereiches, vor allem aber das Mitochondrium und die 
innere und äußere Mitochondrienmembran die stärkste Anreicherung an Genen. Die 
Gene, die signifikant in diesen zellulären Komponenten reguliert waren, sind 
überrepräsentativ im KEGG- Signalweg der oxidativen Phosphorylierung vertreten 
(Abbildung 4.20). Das globale Genexpressionsmuster für die weiblichen WT- Tiere lag 
vornehmlich im kardialen Stoffwechsel, in dessen zentralen Wegen die Genexpression 
zwar vermindert war, die Reduktion der Expression jedoch nicht so stark ausfiel wie in 
männlichen Tieren.  
Dahingegen wiesen die männlichen WT- Tiere nach TAC ein anderes spezifisches 
Genexpressionsmuster auf. Hier wurden hauptsächlich Gene relativ stärker exprimiert, die 
am Remodeling der extrazellulären Matrix und der Proliferation beteiligt sind, sowie 
ribosomale Gene. Die Gene, die signifikant in zellulären Komponenten, wie dem Nukleus 
und Zytoskelett reguliert waren, ließen sich in den KEGG- Signalwegen der MAPK und 
Adhäsionsverbindungen zuordnen (Tabelle 4.3).  
Weibliche Herzen kompensieren die Drucklast anscheinend durch eine bessere Adaption 
des kardialen Stoffwechsels. Dem steht die Induktion des kardialen Remodeling und der 
ribosomalen Proteinsynthese in den männlichen Herzen gegenüber. Die Beobachtungen 
der vorliegenden Studie korrespondieren mit anderen publizierten Daten, die ebenfalls die 
Effekte einer drucklast- induzierten Hypertrophie auf die Genexpression untersuchten 
[179,180,181]. In diesen Studien konnte in männlichen Tieren eine erhöhte Aktivierung 
von Remodeling- Prozessen, begleitet von der erhöhten Expression 
hypertrophieassoziierter Genen, wie ANP, CTGF, sowie den Kollagenen demonstriert 
werden [180]. Die Herzen weiblicher Tiere waren durch einen besseren Erhalt der 
metabolischen Kapazität bei myokardialer Hypertrophie charakterisiert. Erst kürzlich 
konnten Haddad et al. an humanen Myokardproben, die eine idiopathische dilatative 
Kardiomyopathie aufwiesen, Geschlechterunterschiede im Genexpressionsprofil 
nachweisen: Bei Frauen waren Gene des Lipidstoffwechsels reduziert und Gene des 
Glukosestoffwechsel erhöht, während bei Männern Remodeling- assoziierte Gene 
induziert waren [182]. 
Die Daten der vorliegenden Mikroarray-Analyse zeigten biologische Prozesse auf, die die 
beobachteten Geschlechterunterschiede in der Hypertrophieentwicklung in der 
untersuchten späten Phase in WT- Tieren erklären könnten. Diese Befunde konnten in 





[177]. Ihre Beobachtungen konzentrierten sich auf einen frühen Zeitpunkt der 
Hypertrophie (zwei Wochen). Zu diesem Zeitpunkt war morphologisch kein 
Geschlechterunterschied in den untersuchten WT- Mäusen zu beobachten. Die 
Anwendung von Mikroarray- Analysen demonstrierte jedoch bereits ein ähnliches globales 
Genexpressionsmuster wie in der vorliegenden Studie: In weiblichen Herzen wurden 
Gene (PGC1α- und PDK4) des Metabolismus weniger stark reprimiert als in den 
männlichen Tieren; männliche Herzen zeigten eine relativ höhere Expression von Genen, 
die der extrazellulären Matrix zugeordnet werden. Beide Studien zeigen, dass die kardiale 
Antwort auf eine erhöhte Drucklast mit einer langen geschlechtsabhängigen 
Adaptionsphase einhergeht.  
5.3 Einfluss des Östrogenrezeptors β auf die globale Genexpression 
Nach der Analyse der weiblichen und männlichen Tiere mit ERβ- Deletion nach Induktion 
einer TAC konnte ein signifikanter Einfluss des ERβ auf die globale Genexpression sowie 
eine geschlechtsabhängige Induktion diverser Gene und biologischer Prozesse 
beobachtet werden. 
In den weiblichen Tieren mit ERβ- Deletion konnte eine relativ höhere Expression von 
Genen, die an kardialen Umbauprozessen beteiligt sind, beobachtet werden (Tabelle 4.4). 
Dazu gehörten unter anderem die Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren sowie Gene 
des WNT- Signalweges. Ferner wurden auch ribosomale Gene, die der 
Proteinbiosynthese zugeordnet werden, relativ stärker exprimiert. Die stärkere Expression 
dieser Gene weist auf erhöhte Anforderungen an die Proteinbiosynthese im Zuge der 
Umbauprozesse in der extrazellulären Matrix hin. Damit zeigten weibliche ERβ-/-- Tiere ein 
den männlichen WT- Tieren vergleichbares spezifisches Genexpressionsmuster nach 
TAC. 
Für die männlichen Tiere war der Verlust des Östrogenrezeptors β ebenfalls gravierend. 
In den männlichen ERβ-/-- Tieren konnte eine relativ höhere Expression einiger Gene 
nachgewiesen werden, die auf verstärkte Remodeling- Prozesse hindeuten. Jedoch 
wurde spezifisch die relativ höhere Expression von Genen beobachtet, die in apoptotische 
Signalwegen involviert sind. Dazu gehörte beispielsweise die Aktivierung verschiedener 
proteolytischer Kaspasen und die Induktion vom Apoptose induzierenden Protein – AIP 
(Tabelle 4.5). 
Der Verlust von ERβ führte demnach zu erheblichen geschlechts- und 
genotypabhängigen Veränderungen im Genexpressionsprofil und den damit verbundenen 
Signalwegen und deutet darauf hin, dass diese Änderungen zu nachteiligen biologischen 





5.4 Geschlechterunterschiede im kardialen Stoffwechsel bei Myokardhypertrophie 
Viele experimentelle und klinische Studien weisen auf Veränderungen im 
Myokardstoffwechsel bei Hypertrophie und Herzinsuffizienz hin [4, 66, 68]. Dabei wurde 
ein Substratwechsel von der Fettsäureoxidation zum Glukosestoffwechsel beobachtet. 
Diese metabolische Substratverlagerung in Abhängigkeit von drucklast- induzierter 
Hypertrophie sowie der geringen Sauerstoffverfügbarkeit wird als adaptiver Mechanismus 
interpretiert. Die Reaktivierung des fetalen metabolischen Genprogramms bei 
Myokardhypertrophie wird als programmierte Stressantwort betrachtet [67],[183]. Die 
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen des Substratswechsels sind noch 
unbekannt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die PPAR eine entscheidende Rolle im 
metabolischen Remodeling übernehmen, in dem sie unter anderem die Balance zwischen 
Glukoseoxidation und Fettsäureoxidation regulieren. Geschlechterunterschiede im 
kardialen Metabolismus bei oxidativen Stress sind beschrieben worden, jedoch sind die 
regulatorischen Mechanismen dafür noch weitgehend unklar [110,184,185].  
Die vorliegenden Mikroarray Analysen weisen auf Veränderungen im 
Myokardstoffwechsel hin. Damit stimmen diese mit zahlreichen Vorbefunden überein, die 
einen Substratwechsel von der Fettsäureoxidation zum Glukosestoffwechsel bei 
Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz zeigen [66],[67,104,186]. 
Neun Wochen nach TAC-Induktion, also bei anhaltender Drucklast, waren die 
Proteinexpressionen aller PPAR- Isoformen und des Ko- Aktivators PGC-1α signifikant 
vermindert. Weiterhin waren die Expressionen der an der Fettsäureoxidation beteiligten 
Enzyme, wie CD36, CPT1, ACOX und MCAD nach TAC ebenfalls reduziert (Kapitel 4.4). 
Es konnten jedoch keine Geschlechterunterschiede in der Expression der an der 
Fettsäureoxidation beteiligten Enzyme bei kardialer Hypertrophie festgestellt werden. 
Diese Beobachtungen stimmen mit einer Vielzahl von experimentellen Untersuchungen 
überein. Diese demonstrierten, dass einhergehend mit einer Reduktion oder eines Knock- 
Out der PPAR- Isoformen und PGC-1α, eine Limitierung des Fettstoffwechsels vorliegt, 
begleitet von einer Lipidakkumulation sowie der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie 
und Herzinsuffizienz [4,66,68,71,87,89,94,96,104,187,188]. 
Viele Arbeiten zeigten weiterhin, dass hypertrophierte und insuffiziente Herzen einen 
Substratwechsel in Richtung Glukosestoffwechsel präferieren [104,186,189]. In der 
vorliegenden Studie blieb die Expression des Glukosetransporters GLUT4 neun Wochen 
nach TAC in allen untersuchten Gruppen unverändert (Abbildung 4.27 B). Die Expression 
des Glukosetransporters GLUT1 blieb nur in den weiblichen WT- Tieren nach TAC 
erhalten und wies eine signifikante Reduktion in allen anderen TAC- Gruppen auf 





geschlechtsspezifisch. Diese Resultate zeigen, dass der Fettstoffwechsel bei 
andauernder Drucklast gestört ist, die Energieversorgung des Herzens über GLUT4 
aufrechterhalten wird und GLUT1 in den weiblichen WT- Tieren nach TAC eine weitere 
Energiequelle bereitstellt. Diese Ergebnisse werden nur teilweise von der aktuellen 
Literatur bestätigt. Bei kardialer Hypertrophie ist beschrieben worden, dass die GLUT1- 
Expression ansteigt, während die GLUT4- Expression reduziert ist. Diese Reduktion 
scheint mit dem Insulin-unabhängigen Anstieg der Glukoseaufnahme verbunden zu sein, 
die während einer kardialen Hypertrophie zu beobachten ist [183,190]. Bei 
Herzinsuffizienz hingegen konnten Razeghi et al. einen Abfall der GLUT1- Expression 
beobachten [191]. Sie vermuten, dass bei der Transition von einer kompensierten zu einer 
dekompensierten Hypertrophie ein hoher Verlust der ATP- bildenden Leistung durch die 
Glukoseoxidation stattfindet. Bei Herzinsuffizienz kommt es zu einer vermehrten 
peripheren Lipolyse. Die zirkulierenden freien Fettsäuren werden zwar aufgenommen 
aber nicht metabolisiert. Dadurch werden Lipide in den Kardiomyozyten stark angereichert 
und es kommt zur so genannten Lipotoxizität [192,193,194,195]. Dies könnte ein 
Mechanismus sein, der die Hemmung der Glukoseoxidation in den Kardiomyozyten 
erklärt  
Eine Reduktion in der GLUT1- Expression konnte außer in den weiblichen WT- Tieren 
nach TAC in allen anderen TAC- behandelten Tieren festgestellt werden. Diese 
Beobachtung steht im Einklang mit den Mikroarray- Analysen. Hier konnte gezeigt 
werden, dass während einer kardialen Hypertrophie in den weiblichen WT- Tieren nach 
neun Wochen das metabolische Genprogramm vorherrscht. Zusätzlich konnte 
demonstriert werden, dass die mitochondriale Kapazität und damit die 
Phosphorylierungskapazität weniger stark reduziert waren als in der männlichen 
Vergleichsgruppe. Da eine geschlechtsspezifische Expression von GLUT1 in dieser 
Studie beobachtet wurde, liegt die Vermutung nahe, dass dieser Geschlechterunterschied 
im kardialen Metabolismus möglicherweise über diesen Glukose- Transporter vermittelt 
wird. Es konnten hingegen keine geschlechtsspezifischen Expressionen der an der 
Fettsäureoxidation beteiligten Enzyme bei Hypertrophie beobachtet werden. Darüber 
hinaus untermauern diese Befunde die Geschlechterunterschiede in der 
Hypertrophieentwicklung: Die weiblichen WT- Tiere zeigten das geringste Ausmaß an 
Hypertrophie im Vergleich zu allen anderen untersuchten TAC-Gruppen. 
In der frühen Phase der Hypertrophie zeigten die PPAR- Isofomen unterschiedliche 
Expressionsmuster. PPARα zeigte eine verminderte Expression nach TAC- Induktion in 
den männlichen WT- Tieren, wohingegen die Expression in den weiblichen Tieren 
unverändert blieb (Abbildung 4.21 A). Dieser beobachtete Geschlechterunterschied ging 





PPARα konnte in beiden Geschlechtern verzeichnet werden. PPARβ/δ wies eine 
reduzierte Expression in den weiblichen WT- Tieren nach TAC auf, während die 
Reduktion bei Verlust von ERβ nur in den männlichen TAC- Tieren nachgewiesen werden 
konnte (Abbildung 4.22 B). Die relativen Proteinexpressionen von PPARγ und PGC-1α 
wiesen zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Veränderungen auf (Abbildung 4.23/ 
Abbildung 4.24 A).  
Die beobachtete Heterogenität in den Proteinexpressionen der PPAR in der frühen Phase 
der Hypertrophie könnte auf verschiedene Funktionen der PPAR- Isoformen im kardialen 
System hinweisen. So wurde beschrieben, dass alle Isoformen neben dem kardialen 
Metabolismus auch Prozesse in Signalwegen der Inflammation beeinflussen 
[73,196,197,198,199]. PPARα und PPARβ/δ wird aufgrund ihres hohen Vorkommens im 
Myokard eine entscheidende Rolle im kardialen Stoffwechsel zugeschrieben, hingegen 
liegt die Expressionsrate von PPARγ weit unter der von PPARα und PPARβ/δ. PPARγ 
wird eine wichtige Rolle in inflammatorischen und fibrotischen Prozessen zuerkannt 
[91,197,200].  
Besonderes Augenmerk soll an dieser Stelle auf die PPARα- Expression nach zwei 
Wochen gerichtet werden. Der beobachtete Geschlechterunterschied in der 
Proteinexpression zu diesem frühen Zeitpunkt könnte einen Einfluss auf den 
Glukosetransporter GLUT1 besitzen, denn dieser wies ein der PPARα- Expression 
vergleichbares Expressionsmuster auf. Die beobachteten Geschlechterunterschiede 
gingen für beide Expressionen in den ERβ-/-- Tieren verloren. In zwei Studien wurde 
postuliert, dass Geschlechterunterschiede über PPARα vermittelt werden könnten 
[110,201]. Denkbar wäre ein möglicher Einfluss des Östrogenrezeptors β auf die PPARα- 
Regulation im mitochondrialen Stoffwechsel. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass 
Östrogenrezeptoren in Mitochondrien lokalisiert sind und diese einen Einfluss auf die 
mitochondriale Kapazität besitzen [115,116,202]. Des Weiteren führte eine Stimulation 
von MCF7-Zellen mit Östrogen zu einer erhöhten Aktivität der Östrogenrezeptoren, 
einhergehend mit gesteigerter oxidativer Phosphorylierung [115]. Die Untersuchung 
dieser möglichen Interaktion, die zur weiteren Aufklärung von Geschlechterunterschieden 
im kardialen Stoffwechsel beitragen könnte, bedarf weiterer Analysen.  
5.5 Geschlechterunterschiede in der Fibroseentwicklung 
Die Entwicklung der linksventrikulären Myokardhypertrophie ist ein angepasster Prozess, 
der eine induzierte Drucklast kompensiert [203,204]. Die strukturelle und funktionelle 
Manifestation des linksventrikulären Remodeling bei Myokardhypertrophie ist mit einer 
Vergrößerung der Kardiomyozyten und signifikanten Veränderungen in der Komposition 





Veränderungen in der systolischen und diastolischen Herzfunktion verantwortlich 
[203,205]. Myokardiales Remodeling im Alter bzw. als Reaktion auf mechanische 
Belastung unterscheidet sich in weiblichen und männlichen Herzen [137,138]. Die 
molekularen Mechanismen und der Einfluss der Östrogenrezeptoren auf diese Prozesse 
sind bislang jedoch noch unklar. 
In der vorliegenden Studie konnte demonstriert werden, dass Geschlechterunterschiede 
in den kardialen Umbauprozessen, wie sie in der Literatur beschrieben sind, existieren. 
Darüber hinaus konnte ein Einfluss des Östrogenrezeptors β auf das kardiale Remodeling 
und die Fibroseentwicklung beobachtet werden (Abbildung 4.28).  
Die Bestimmung des Kollagengehalts (Fibrosescore) erbrachte, dass scheinoperierte 
weibliche WT- und ERβ-/-- Tiere einen höheren Kollagengehalt aufwiesen als die 
männlichen Vergleichsgruppen. Die TAC- Induktion in den WT- Tieren führte zu einem 
dramatischen Anstieg des Kollagengehalts und damit zur stärkeren Fibrosierung 
ausschließlich in den männlichen Tieren, wohingegen der Kollagengehalt in den 
weiblichen Tieren unverändert blieb. Dieser Befund geht konform mit dem beobachteten 
Geschlechterunterschied in der Zunahme der linksventrikulären Masse, in der die 
Männchen eine stärkere Hypertrophieentwicklung aufwiesen als die weiblichen Tiere 
(Abbildung 4.4). Aktuelle Befunde aus dem eigenen Labor in einem MI-Mausmodell des 
gleichen Mausstammes verifizieren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich 
des Geschlechterunterschiedes im Fibrosescore in scheinoperierten Tieren (Ehrenberg, 
Cantow, unpubliziert) [206]. 
Der Verlust von ERβ führte zu einer vermehrten Fibrosierung des Myokards in beiden 
Geschlechtern nach TAC- Induktion. Das Ausmaß der Fibrosierung war jedoch in den 
weiblichen Tieren im Vergleich zur männlichen Vergleichsgruppe um ca. 10% deutlich 
erhöht (Abbildung 4.4). Dieser Befund unterstützt die Ausprägung der linksventrikulären 
Hypertrophie in den ERβ-/-- Tieren: Die weiblichen ERβ-/-- Mäuse entwickelten ein höheres 
Maß an Hypertrophie nach TAC als die weiblichen WT- Tiere. Im Gegensatz dazu kehrte 
sich dieser Effekt in den männlichen TAC- Tieren um. Eine mögliche Erklärung dafür 
liefert die nachgewiesene Erhöhung apopotischer Prozesse in den männlichen ERβ-/--
TAC- Tieren (vgl. Kapitel 4.3). Einhergehend mit dem Zellverlust sinkt die interstitielle 
Fibrose. Zusätzlich werden diese Befunde durch den systolischen und diastolischen 
Funktionsverlust sowie einer Dilatation des linken Ventrikels, die mit einer beginnenden 
Herzinsuffizienz assoziiert werden können, in dieser Versuchsgruppe gefestigt.  
Dem Verlust von ERβ folgen nachteilige Effekte auf die Entwicklung der kardialen Fibrose. 
In- vivo- Analysen belegen, dass antihypertrophe Effekte von Östrogen (E2) über ERβ 
vermittelt werden. Pedram et al. demonstrierten die Verminderung der Angiotensin-II- 





zweite Beobachtung verzeichneten die Autoren eine Reduktion der kardialen 
Fibrosebildung durch Behandlung mit E2 und führten diese Inhibierung auf die 
Wirkungsweise des ERβ zurück. Andere experimentelle Studien weisen ebenfalls auf eine 
positive Wirkung von Östrogen auf die Hypertrophieentwicklung hin [54]. Bei drucklast- 
induzierter Myokardhypertrophie konnte durch eine Behandlung mit E2 die 
Hypertrophieentwicklung vermindert werden. Dagegen führte eine Behandlung mit E2 im 
MI- Modell zu einer weiteren Progression der Hypertrophie [53,55]. 
Es stellt sich die Frage, welche Mechanismen zu den beobachteten 
Geschlechterunterschieden in der Fibroseentwicklung führen. Die Untersuchung der 
Kollagenexpressionen in diesem Mausmodell stand im Einklang mit dem histologisch 
nachgewiesenen erhöhten Kollagengehalt. Die Expressionen der Gene Col1 und Col3 
nach zwei Wochen scheinen für die geschlechtsabhängige Fibroseentwicklung nach neun 
Wochen verantwortlich zu sein (Abbildung 4.31 A/C). Das Expressionsmuster dieser 
Gene wies die gleiche Verteilung auf, die im Fibrosescore zu erkennen war (Abbildung 
4.28). In der späten Phase der Hypertrophie konnte in den Genexpressionen der 
Kollagene ein weiterer Anstieg gezeigt werden, der jedoch keine signifikanten 
Geschlechterunterschiede aufwies. Eine gesteigerte Kollagenablagerung führt zu einer 
gesteigerten Steifheit des Myokards und ist meist mit strukturellen Veränderungen und 
einer zellulären Unordnung assoziiert. Diese Eigenschaften führen meist zu einer 
Kontraktilitätsstörung und damit zur Dysfunktion des Myokards [122,207]. 
Das kardiale Remodeling in der EZM in Tiermodellen mit Druck- und 
Volumenüberbelastung sowie in Ischämie und nicht- ischämischer Kardiomyopathie beim 
Menschen werden partiell durch die MMP und ihre Inhibitoren vermittelt[208]. Die TIMP 
sind spezifische Inhibitoren der MMP, die den Abbau der extrazellulären Matrix (EZM) 
hemmen. Bedeutsam für das Bindegewebe ist das Gleichgewicht zwischen MMP und 
TIMP[208]. Bei pathologischen Zuständen, wie MI, Hypertrophie und Herzinsuffizienz ist 
das Verhältnis zwischen MMP und TIMP nicht ausbalanciert [7,131,132]. Erhöhte TIMP- 
Mengen können zur Matrix- Akkumulation führen, da die Aktivität der Kollagenasen durch 
diese inhibiert werden kann. Die TIMP binden mit hoher Affinität an spezifische MMP, 
diese Komplexbildung führt zur irreversiblen Inaktivierung der MMP. TIMP1 und TIMP3 
binden vorzugsweise an MMP9, TIMP2 an MMP2, wobei TIMP1 als Inhibitor sämtlicher 
MMP gilt [209]. 
Es sollte untersucht werden, inwieweit die MMP und TIMP zu den beobachteten 
Geschlechterunterschieden in der kardialen Fibrose beigetragen haben könnten. Dafür 
fokussierte sich die Untersuchung in dieser Arbeit auf die Genexpressionen von MMP2 
und MMP9 (Abbildung 4.32, Abbildung 4.33) sowie deren Inhibitoren TIMP1 und TIMP2 





Im Rahmen der hier durchgeführten Experimente konnte gezeigt werden, dass die MMP2- 
und MMP9- Genexpressionen zu beiden Zeitpunkten verschieden und darüber hinaus 
gegenläufig waren. Zum frühen Zeitpunkt wurden keine signifikanten Veränderungen in 
den Genexpressionen gezeigt. In der späten Phase der Hypertrophie konnte ein enormer 
Anstieg der MMP2- Genexpression nach TAC beobachtet werden, wohingegen die 
Expression von MMP9 in den TAC- Gruppen signifikant reduziert war. Die Inhibitoren 
TIMP1 und TIMP2 zeigten eine starke Induktion in ihrer Genexpression neun Wochen 
nach TAC. In der frühen Phase hingegen konnte nur in der TIMP1- Genexpression ein 
Anstieg bei Hypertrophie beobachtet werden.  
Es scheint, dass MMP9 durch TIMP1 neun Wochen nach TAC inhibiert wird und dies zur 
Akkumulation von Kollagenen im Myokard führt. Eine Inhibierung von MMP2 lag in diesem 
Tiermodell nicht vor. Geschlechterunterschiede oder ein Einfluss des Östrogenrezeptors β 
konnten in den untersuchten Expressionsdaten der am Remodeling beteiligten Enzyme 
nicht gezeigt werden. In einem ähnlichen transgenen Mausmodell demonstrierten Kuster 
et. al acht Wochen nach TAC einen Anstieg in der MMP2- und TIMP2- 
Genexpression[210], was den vorliegenden Daten entspricht. In Patienten mit 
Aortenstenose konnte von Heymans et. al exakt das gleiche Expressionsmuster für die in 
dieser Arbeit untersuchten Gene nachgewiesen werden [211]. Fielitz et al. zeigten in 
einem Rattenmodell mit drucklast- induzierter Hypertrophie nach vier Wochen ein 
ähnliches Expressionsmuster für die Gene MMP2, TIMP1 und TIMP2 [212]. In einer 
weiteren Studie konnte bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz eine 
Herabregulation für MMP9 demonstriert werden, während andere MMP keine 
Veränderungen ihrer Expression zeigten [213]. 
Eine Vielzahl von Studien belegen, dass es viele Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche 
Unterschiede in der Genexpression der MMP und TIMP gibt [7,210,211,212]. Diese 
scheinen vor allem vom pathologischen Stimulus sowie vom untersuchten Zeitpunkt 
abhängig zu sein. Die meisten Tiermodelle mit drucklast- induzierter Hypertrophie zeigten, 
dass ein früher Anstieg der relativen TIMP- Expression zur Matrixakkumulation und zu 
Fibrose führt. Bei anhaltendem pathologischem Stimulus steigen die MMP- Expressionen 
weiter an, begleitet von systolischer Dysfunktion.  
Demnach unterstützen die Genexpressionsdaten und der Fibrosescore die Folgerungen 
aus den Mikroarray- Daten bezüglich der Remodeling- Prozesse. Die erhöhten und 
geschlechtsspezifischen Kollagenexpressionen stehen im Einklang mit den 







5.6 Geschlechterunterschiede in der Apoptose  
Einige Studien belegen die Induktion des programmierten Zelltodes bei maladaptiver 
Hypertrophie sowie bei Herzinsuffizienz. Geschlechterunterschiede sind kaum 
beschrieben worden und werden kontrovers diskutiert. Jedoch konnte gezeigt werden, 
dass Östrogen die Apoptose von Kardiomyozyten in vitro und in vivo in weiblichen 
Mäusen nach myokardialem Infarkt inhibiert [214]. Dies ist ein wichtiger Aspekt im 
Hinblick auf die Tatsache, dass ein altersabhängiger Kardiomyozytenverlust des linken 
Ventrikels nur in männlichen Patienten festgestellt wurde [153,215].  
Die immunhistochemischen Analysen verifizierten die Daten aus der Mikroarray- Analyse 
(Abbildung 4.36). Apoptotische Zellen wurden ausschließlich in männlichen Tieren mit 
ERβ- Deletion gefunden, alle anderen untersuchten Tiergruppen wiesen sie nur vereinzelt 
auf. Die Progression der Apoptose wird dabei offensichtlich durch den Verlust von ERβ 
beschleunigt, denn in den männlichen WT- Tieren trat nach TAC- Induktion kein ähnliches 
apoptotisches Signalmuster auf. Die Induktion der Apoptose könnte neben der 
akzelerierten Fibrose eine weitere Erklärung für die verminderte Masse des Myokards und 
kardialer Funktion liefern, die in männlichen ERβ-/-- Tieren beobachtet wurden.  
Dabei bleibt die Frage offen, ob und wie der programmierte Zelltod geschlechtsspezifisch 
reguliert wird. Der Zelltod konnte zum Neun- Wochen- Zeitpunkt nach TAC in den 
weiblichen Tieren mit ERβ- Deletion nicht nachgewiesen werden. Denkbar wäre das 
Auftreten apoptotischer Prozesse zu einem späteren Zeitpunkt in den weiblichen ERβ-/- 
nach TAC-Induktion, denn die Mikroarray-Daten zeigten die Induktion einiger Apoptose- 
assoziierter Gene. Weiterführende Experimente für die Untersuchung der Apoptose- 
Regulation in diesem Tiermodell sind geplant (siehe Ausblick). 
5.7 Fazit 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sich neun Wochen nach 
Induktion einer TAC eine kardiale Hypertrophieentwicklung mit signifikanten 
Geschlechterunterschieden in den behandelten Tieren entwickelte. Die Hypertrophie 
wurde mit Einschränkungen der linksventrikulären Funktion in der Systole und Diastole 
und beginnender Dilatation, den Merkmalen für eine Herzinsuffizienz, begleitet. Zu diesem 
Zeitpunkt entwickelten weibliche WT- Tiere weniger Hypertrophie als die männliche 
Vergleichsgruppe. Ferner konnte beobachtet werden, dass der Verlust des ERβ in 
männlichen scheinoperierten Tieren zu einem systolischen Funktionsverlust führte und 
sich bei kardialer Hypertrophie tendenziell, jedoch nicht signifikant verstärkte. Im 
Vergleich dazu konnten die weiblichen Tiere die systolische Herzfunktion besser 





Expression mitochondrialer Gene in den weiblichen WT- Tieren nach TAC höher war als 
in den männlichen Tieren und damit möglicherweise eine bessere Sauerstoffversorgung 
gewährleistet werden konnte. Dieser Geschlechterunterschied in der Regulation des 
kardialen Stoffwechsels scheint über PPARα und die Glukosetransporter GLUT1 
vermittelt zu werden. Des Weiteren entwickelten WT- Weibchen neun Wochen nach 
TAC– Induktion weniger Fibrose als die männliche Kontrollgruppe, wohingegen eine 
stärkere Fibrose in weiblichen ERβ-/-- Mäusen festgestellt wurde. Der Verlust von ERβ 
forciert in männlichen Tieren die Progression der Hypertrophie sowie die Induktion 
apoptotischer Signalwege. 
Aus den gewonnenen Resultaten lässt sich ein hypothetisches Modell für die vorliegende 
Studie ableiten (Abbildung 5.2). Bei Betrachtung der gewonnenen Informationen auf einer 
Zeitachse weist diese Arbeit auf eine protektive Rolle des ERβ in der Entwicklung einer 
linksventrikulären Myokardhypertrophie in beiden Geschlechtern hin. 
 
 
Abbildung 5.2: Hypothetisches Modell für den zeitlichen Verlauf der Myokardhypertrophie und 
Herzinsuffizienz. 
 
ERβ scheint in weiblichen Tieren die Entwicklung einer kardialen Fibrose verhindern bzw. 
verlangsamen zu können, während in den männlichen Tieren ein starker Funktionsverlust 
des Herzens und apoptotischer Prozesse durch ERβ verlangsamt oder inhibiert werden 
können. Der Übergang in die Herzinsuffizienz wird durch ERβ gedrosselt. 
5.8 Limitationen  
Die transversale Aortenkonstriktion (TAC) ist ein anerkanntes und reproduzierbares 
Modell um eine Hypertrophie artifiziell zu induzieren. Dennoch treten bei 
gleichgeschlechtlichen Tieren desselben Maustammes Unterschiede in der 





Unterschiede unterliegen biologischen und individuellen Schwankungen, die als 
physiologisch zu betrachten sind. Weitere mögliche Gründe für die Variabilität in der 
Hypertrophieentwicklung könnten eine Lockerung des Knotens oder ein Einwachsen des 
Fadens in die Aortenwand sein [216]. Für die Konstriktion wird die Aorta exponiert, dafür 
muss Bindegewebe entfernt werden. Hier könnte die entfernte Menge des Bindegewebes 
ebenso variieren. Die Einflüsse waren minimal, da entsprechende Signifikanzniveaus 
erreicht wurden.  
Die Charakterisierung der Myokardfunktion wurde mittels Echokardiographie und TIP- 
Katheter- Messung durchgeführt. Diese Methoden werden in einer Vielzahl von 
tierexperimentellen Versuchen angewandt und sind etablierte Standardmethoden. Eine 
genauere Analyse der diastolischen und systolischen Herzfunktion wäre mit einem 
Konduktanzmessgerät zu erzielen. Mit diesem könnte das Druck-Volumen- Verhältnis 
bestimmt werden, wohingegen mit dem TIP- Katheter nur Druckverhältnisse dargestellt 
werden.  
Die Zeitpunkte für dieses Tiermodell und die Wahl der 26-Gauge-Nadel für die 
Konstriktion wurden aufgrund beschriebener Daten aus der aktuellen Literatur gewählt 
[160,217]. Es ist nicht auszuschließen, dass zu einem späteren Zeitpunkt und bei 
Verwendung einer dünneren Nadel ein ausgeprägteres Krankheitsbild in allen 
untersuchten Tiergruppen vorliegen könnte [60]. Dies hätte möglicherweise 
Veränderungen in biologischen Prozessen, einhergehend mit einem veränderten globalen 







Die vorliegende Studie zeigte einen deutlichen Einfluss des Östrogenrezeptors β auf die 
kardialen Prozesse als Antwort auf eine chronische Drucklast. Die Resultate zeigten, dass 
sich das weibliche Geschlecht bzw. Geschlechtshormone, wie das Östrogen, in Hinsicht 
auf eine myokardiale Hypertrophieentwicklung positiv auswirken. Der Östrogenrezeptor β 
beeinflusst den kardialen Metabolismus, die Fibrose und die Apoptose positiv. 
Nach Evaluierung spezifischer Prozesse bei Myokardhypertrophie mittels Mikroarray- 
Analysen kann der Fokus nun auf eine detaillierte funktionelle Untersuchung einzelner 
Gene und Proteine gerichtet werden. Besonderes Augenmerk sollte hierbei auf die 
Regulierung weiterer für den kardialen Metabolismus und die Apoptose relevanter Gene 
gerichtet werden, die unter dem Einfluss der Östrogenrezeptoren stehen könnten.  
Die vorliegende Studie ergab Hinweise auf geschlechts- und genotypabhängige 
Veränderungen im kardialen Metabolismus und der Apoptose. Diese Prozesse sind 
vornehmlich in den Mitochondrien lokalisiert. Aus diesem Grund fokussiert sich die 
weitere Arbeit auf die Untersuchung der Mitochondrienfunktionen in den verschiedenen 
Gruppen.  
Dabei stellen sich folgende Fragen: 
Was trägt zur relativ erhöhten Expression mitochondrialer Gene in weiblichen Mäusen 
bei? 
a. Liegt eine höhere mitochondriale Kapazität vor? 
b. Ist die Anzahl der Mitochondrien in weiblichen Tieren erhöht? 
c. Ist die Sauerstoffversorgung und damit die ATP- Bildung in weiblichen 
Tieren effizienter als in männlichen Tieren? 
Oxidativer Stress und damit verbundener Sauerstoffmangel führen zur Bildung von freien 
Radikalen. Die Untersuchung der Radikalbildungen ist deshalb für den zukünftigen 
Erkenntnisgewinn notwendig. Die strukturelle Bestimmung durch histologische 
Untersuchungen der Mitochondrien kann zeigen, ob und wie stark die Mitochondrien in 
den Tieren zerstört oder verändert sind. Diese Untersuchungen sind nicht nur für den 
kardialen Metabolismus, sondern auch für die nähere Analyse der apoptotischen 
Prozesse von Bedeutung. Weiterhin soll die Apoptoseinduktion untersucht und festgestellt 
werden, ob diese geschlechtsspezifisch reguliert wird. Möglicherweise sind die 
Östrogenrezeptoren für die beobachteten geschlechtsspezifischen Veränderungen 
verantwortlich. Aus der Literatur ist bekannt, dass Östrogenrezeptoren in den 
Mitochondrien von MCF7-Zellen lokalisiert sind, eine Stimulation mit Östrogen zu einer 





oxidative Phosphorylierung zunimmt [115]. Zur Überprüfung dieser Resultate wäre eine 
gleichartige Behandlung von Kardiomyozyten sinnvoll. Denkbar ist ebenfalls ein 
experimenteller Tierversuch, in dem spezielle Wirkungsmechanismen von Östrogen, 
selektive Östrogenmodulatoren (SERMs), Androgen und Progesteron sowie 
Östrogenrezeptoragonisten und -antagonisten auf eine drucklast- induzierte 
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